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različnih sevov gliv na papirniškem mulju ter določili 10 sevov (H35, CHP 4, PP3, 
PLO 4, HYUL, POLY xy, AASC, COCO, GAL 5, PLO ZABR), ki so najbolje 
preraščali substrat. Analizirali smo encimske aktivnosti v ekstraktih izbranih sevov 
ter izbrali tri seve. H35, PP3 in HYUL smo ponovno nacepili na mulj, ki smo ga 
predhodno obdelali z avtoklaviranjem 1 uro pri temperaturi 124 °C in tlaku 1,3 bar, 
toplotno obdelali pri 60° C ter na toplotno neobdelani mulj. Ugotovili smo, da glive 
na mulju, ki je bil toplotno obdelan pri 60° C ne rastejo ter da na avtoklaviranem in 
neobdelanem mulju najbolje uspeva sev HYUL. Slednjega smo v različnih fazah rasti 
homogenizirali in pripravili grob encimski ekstrakt v katerem smo določali 
celulolitično, ksilanolitično in lakazno aktivnost. Aktivnost hidrolitičnih encimov 
smo merili preko dokazovanja sproščenih reducirajočih sladkorjev, lakazno aktivnost 
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ekstraktih smo jih ločili tudi na encimogramih. HYUL je med rastjo na mulju izločal 
vsaj 7 celulolitičnih encimov (20-100 kDa), 6 ksilanolitičnih encimov (5-22 kDa) in 
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Industrija celuloze in papirja spada po direktivah centralne komisije za nadzor 
onesnaževanja  (po CPCB direktivah) v rdečo kategorijo industrij, kar pomeni, da je ena od 
industrij, ki najbolj onesnažujejo planet (Kumar in sod., 2017). Izdelovanje celuloze in 
papirja iz lesa je namreč kemično intenziven proces, kjer se v različnih postopkih uporabljajo 
raztopine NaOH, NaS2, Na2SO3, kombinacije klorovih spojin in/ali peroksid, ozon ter ostale 
kemikalije, ki temeljijo na reaktivnih kisikovih zvrsteh, silikati, površinsko aktivne snovi, 
lepila, barvila, polnila, biocidi in druge kemikalije (Torres in sod., 2012). Pri čiščenju 
procesnih vod na kemo-mehanskih čistilnih napravah in pri recikliranju papirja z 
razbarvanjem pa nastajajo velike količine papirniških muljev. V Evropski uniji je namreč 
letno proizvedenih kar 11 milijonov ton papirniških odpadkov (Monte in sod., 2009). 
 
V procesu proizvodnje papirja je kot odpadni produkt letno proizvedenih 50 miljonov ton 
lignina. Lignin lahko predstavlja substrat za glive, iz katerih pridobivamo encime (Dhillon 
in sod., 2012). Z uporabo pridobljenih encimov v industriji celuloze in papirja bi zmanjšali 
proizvodne stroške in zagotovili okolju prijaznejše procese pridobivanja celulozne kaše in 
papirja. Glavna področja uporabe encimske tehnologije v omenjeni industriji so biološka 
priprava papirne/celulozne kaše, čiščenje vode, razbarvanje, odvodnost, odstranjevanje 
smol, lepila in preprečevanje nastajanja biofilmov (Dhillon in sod., 2012). Gospodarjenje s 
papirniškimi mulji trenutno zajema tudi odlaganje na smetišča in kmetijske površine, 
kompostiranje, sežig in pirolizo ter uporabo v konstrukcijskih materialih (Likon in Saarela, 
2012). 
 
V zadnjih letih so encimi pridobili velik pomen v različnih industrijskih panogah 
(Ravikumar in sod., 2012). Uporabljajo se v procesih, ki so pogosto uporabljeni pri 
proizvodnji hrane in pijače, čistilnih sredstev, oblačil, papirnih proizvodov, goriv za 
transport, usnjenih izdelkov, analitskih reagentov in farmacevtskih izdelkov. Prav tako se 
uporabljajo v molekularni biologiji in v terapevtske namene. Velik gospodarski pomen 
encimov dokazujejo tudi ocene svetovnega trga, kjer ocenjujejo, da bodo encimi do leta 2021 
dosegli približno 6,3 milijard ameriških dolarjev. Letna stopnja rasti svetovnega trga 
encimov v letih od 2016 do 2021 je namreč ocenjena na 4,3 % (Prasad in Roy, 2018).  Glavni  
vir industrijskih encimov so trenutno glive, ki proizvajajo različne zunaj- in znotrajcelične 
encime. Glikozid hidrolaze, kamor spada večina celulaz in ksilanaz, katalizirajo hidrolizo 
velikih molekul, kot so ogljikovi hidrati, na manjše molekule (Gianfreda in Rao, 2004). Med 
pomembnejšimi encimi v industriji (predvsem industriji biogoriv) so tudi lakaze, ki so široko 
zastopane v naravi. (Ravikumar in sod., 2012) Pri aerobnih mikroorganizmih ti encimi 
delujejo sinergistično s celulolitičnimi in hemicelulolitičnimi encimi, kar omogoča 
razgradnjo lesa (Gianfreda in Rao, 2004). Gojenje gliv na trdnem gojišču se v primerjavi z 
gojenjem na tekočem gojišču pogosteje uporablja za pridobivanje manjših količin kultur 
(Gregori in sod., 2007). Pri tekočih gojiščih namreč nastajajo tehnične omejitve pri prenosu 
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gojenja v večje merilo (Gregori in sod., 2007). Pri našem delu smo glive gojili na trdnem 
gojišču, saj ima ta način kar nekaj prednosti. Gojenje na trdnem gojišču omogoča uporabo 
nizkocenovnih lignoceluloznih substratov, manjšo potrebo po sterilnosti opreme, manjšo 
porabo energije in zmanjšanje problema odstranjnevanja vode po končanem procesu, s 
katerim se soočamo pri gojenju na tekočem gojišču (Yoon in sod., 2014). 
 
Cilj naše naloge je bil analizirati rast in encimsko aktivnost 29 sevov gliv, ki so rasli na 
odpadnem papirniškem mulju in izbrati sev glive z največjo produkcijo tarčnih encimov – 
lakaz, ksilanaz in celulaz. Želeli smo pridobiti tudi nove informacije o tem, kakšna 
temperaturna predobdelava substrata je nujna in najbolj ekonomična za rast gliv oz. če je 
predobdelava sploh potrebna. Poleg tega smo želeli tudi primerjati pogoje ekstrakcije in 
izvesti osnovno karakterizacijo encimov, vpletenih v razgradnjo papirniškega mulja pri 
izbranem sevu ter določiti časovno obdobje rasti, ko v ekstraktih lahko pridobimo največ 
aktivnih tarčnih encimov. 
 
V magistrskem delu smo preverili naslednje delovne hipoteze: 
 Izbrani sevi gliv bodo uspešno preraščali trdni odpadek iz papirniške industrije 
 Sev, ki najbolje uspeva na substratu iz odpadnega papirniškega mulja, za svojo rast 
proizvaja tudi najaktivnejše zunajcelične (ligno)celulolitične encime. 
 V ekstraktih izbranih sevov, ki mulj najbolje preraščajo, bomo detektirali encime iz 
vseh treh večjih encimskih skupin: celulaze, ksilanaze in lakaze. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 APLIKACIJE LIGNOCELULOLITIČNIH ENCIMOV  
 
Z biotehnološkega vidika so glivni lignocelulolitični encimi vse bolj zanimivi za uporabo v 
industriji. Zaradi nizke specifičnosti do substrata  lahko nekatere od njih  uporabljamo za 
analizo zdravil, bistrenje vina, bioremediacijo, beljenje papirne kaše, razbarvanje sintetičnih 
barvil in v biosenzorjih (Brijwani in sod., 2010). Nedavno so celo poročali, da nekatere 
lakaze inhibirajo reverzno transkriptazo HIV-1, kar pomeni, da bi jih lahko uporabili za 
zdravljenje sindroma pridobljene imunske pomanjkljivosti (AIDS-a ) (Ravikumar in sod., 
2012; Wong in sod., 2010). Glive bele trohnobe med drugim uporabljajo za izboljšanje 
lignoceluloznih odpadkov za živalsko krmo, proizvodnjo papirja in beljenje, bioremediacijo 
onesnaženih tal in vode ter za proizvodnjo biogoriv (predobdelava lignocelulozne biomase 
za bioetanol druge generacije) (McKelvey in Murphy, 2017). Pri obdelavi živalske krme 
pride pri živalih do izboljšane dostopnosti in prevzema nutrientov ter izboljšane prebave 
proteinov (Prasad in Roy, 2018). Večina raziskav v povezavi z lignoceluloznimi encimi se 
osredotoča na encime kot biokatalizatorje v proizvodnji papirne kaše, za predpripravo v 
proizvodnji bioetanola in obdelavo odpadnih voda (Salvachua in sod., 2016). 
 
Mikroorganizmi, ki se uporabljajo v bioremediacijskih procesih,  med katere sodijo tudi 
glive, so s svojimi encimi sposobni obsežneje spreminjati strukture in toksikološke učinke 
onesnaževal ali popolnoma mineralizirati organske molekule v neškodljive anorganske 
končne produkte. Poleg tega encimi izvajajo reakcije, ki jih ni mogoče nadomestiti z 
učinkovitimi kemijskimi transformacijami. Med zunajceličnimi encimi gliv najdemo veliko 
hidrolaz in oksidoreduktaz. Obe skupini encimov lahko preoblikujeta polimerne molekule v 
delno razgrajene ali oksidirane produkte, ki jih celice lahko enostavno uporabijo kot substrat. 
Onesneževala, ki jih z bioremediacijskimi organizmi želimo odstraniti iz okolja, se med 
seboj močno razlikujejo po strukturi in ravni toksičnosti, zato je tudi njihova stopnja 
biorazgradljivosti različna (Gianfreda in Rao, 2004). 
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Slika 1: Vloge zunajceličnih encimov v celičnem metabolizmu. Zunajcelični encimi razgradijo in 
preoblikujejo polimerne subtance v delno razgrajene ali oksidirane produkte, ki jih celica lahko enostavno 
privzame. Oksidoreduktaze imajo poleg razgradnje tudi zaščitno funkcijo (Gianfreda in Rao, 2004). 
 
Zaradi široke praktične uporabe lakaz je v biotehnologiji velika potreba po odkrivanju novih 
mikroorganizmov z lakazno aktivnostjo in izolacijo novih lakaz z drugačnimi fizikalno-
kemičnimi in katalitičnimi lastnostmi. Raznolike lastnosti teh enimov, bodo potešile potrebe 
v biotehnologiji s tem, da bodo ustrezali različnim aplikacijam (Ravikumar in sod., 2012). 
 
Tudi celulaze in hemicelulaze imajo širok spekter možne uporabe na različnih področjih kot 
so: prehrambna industrija, proizvodnja pijač (vino, pivo), industrija krmil, medicinske 
aplikacije, tekstilna industrija, v detergentih za perilo ter industrija celuloze in papirja. Poleg 
tega imajo tudi velik potencial za pridobivanje biogoriv, kot so etanol in drugi produkti z 
dodano vrednostjo iz lignocelulozne biomase (de Lourdes in sod., 2013; Pauly in sod., 2013; 
Zou in Plank, 2015; Chen in sod., 2014). 
 
Ksilanaze in celulaze skupaj s pektinazami trenutno zavzemajo 20 % svetovnega tržnega 
deleža z encimi (de Lourdes in sod., 2013). 
 
2.1.1 Aplikacije lignocelulolitičnih encimov v papirniški industriji 
 
Uporaba encimov ima velik potencial v industriji celuloze in papirja. Z njimi namreč lahko 
izboljšamo ekonomiko proizvodnega procesa papirja in obenem dosežemo zmanjšan vpliv 
na okolje (Torres in sod., 2012). Industrija celuloze in papirja je namreč ena od industrij, ki 
najbolj onesnažujejo planet (Kumar in sod., 2017). Uporaba specifičnih encimov lahko 
zmanjša količino kemikalij in energije, ki so potrebni za modifikacijo vlaken ter pomaga pri 
preprečevanju nastanka in razvoja biofilmov (Torres in sod., 2012). 
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 Kljub temu, da obstaja mnogo različnih možnosti proizvodnje papirja in procesnih 
postavitev, imajo skoraj vse med njimi sledeče osnovne enote. Prva med njimi je priprava 
papirne/celulozne kaše, ki je sestavljena iz serije mehanskih in/ali kemijskih operacij, s 
katerimi iz lignocelulozne surovine (les, predelan papir ali enoletne rastline) pridobijo 
suspenzijo celuloznih vlaken (papirno/celulozno kašo). Sledi priprava celulozne kaše, kjer 
odstranijo škodljive snovi in zrak ter z rafiniranjem vplivajo na razvoj trdnostnih lastnosti 
vlaken, če je potrebno. Nato v stroju za papir ali karton z odvajanjem vode iz suspenzije 
oblikujejo list, ga še vlažnega stisnejo in dokončno posušijo z gretjem v sušilnem delu. V 
zadnjem postopku je na vrsti končna dodelava, ki je odvisna od vrste papirja ali kartona. Na 
koncu so možni še dodatni postopki, kot so razrez, premazovanje, navijanje, dodajanje oblog 
... (Torres in sod., 2012). 
 
Izdelovanje celuluze in papirja iz lesa je kemično intenziven proces. V primeru kemične ali 
polkemične priprave celuloze se, v procesu ločevanja celuloze od ostalih sestavin lesa, pri 
kuhanju lesnih sekancev, kjer se raztopita lignin in hemiceluloza ter sprosti celuloza, 
uporabljajo raztopine NaOH, NaS2, Na2SO3 in druge (Torres in sod., 2012). Po kemičnih 
postopkih priprave celulozne kaše preostali lignin odstranimo z večstopenjskim procesom 
beljenja. Za ta proces se uporabljajo kombinacije klorovih spojin in/ali peroksid, ozon ter 
ostale kemikalije, ki temeljijo na kisiku. Poleg tega se med reciklažo odpadnega papirja 
uporabljajo tudi kemikalije, kot so NaOH, silikati in površinsko aktivne snovi. Različni 
dodatki za trdnost, lepila, barvila, polnila, veziva ter dodatki, kot so biocidi, pomožna 
sredstva za drenažo, zadrževanje in kontrolo smole ter protipenilci, so uporabljeni kot 
sredstva v fazi priprave zaloge celulozne kaše ter v stroju za papir. Ti dodatki izboljšajo 
proces in omogočijo izdelavo različnih vrst papirja, kakor zahtevajo njihove posebne 
značilnosti (Kumar in sod., 2017). 
 
Biotehnologija na tem področju poskuša zagotoviti okolju prijaznejše procese in zmanjšati 
proizvodne stroške. Encimska tehnologija je zato v papirni industriji osredotočena na nekaj 
glavnih področij. Osredotoča se na pripravo papirne kaše, čiščenje vode in reševanje 
problemov, ki so povezani z razbarvanjem, odvodostjo, smolami, lepili in nastankom 
biofilmov (Slika 2). Uporaba encimov v teh postopkih prihrani energijo, nadomesti škodljive 
kemikalije ter izboljša kvaliteto celulozne kaše in lastnosti papirja. Kljub mnogim 
pozitivnim lastnostim biološke priprave celulozne kaše, v primerjavi s kemično obdelavo, 
biološka priprava celulozne kaše prinaša s seboj tudi izzive, kot so selekcija primernega seva, 
ki bo proizvajal najprimernejše encime, za zagotovitev uspešne kolonizacije lesa je potrebno 
nadzirati visoko stopnjo aseptičnosti, kompleksnost pri nadzoru procesa je večja, kot pri 
kemični obdelavi celulozne kaše, potrebno je določiti optimalen čas obdelave, glive lahko 
pri delavcih izzovejo alergije, pojav pigmentacije pa lahko zmanjša svetlost celuloze (Torres 
in sod., 2012). 
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Pri biološki pripravi celulozne kaše se za zmanjšanje porabe kemikalij, povečanje donosa 
vlaken, zmanjšanje poškodb na le teh ali za zagotovitev specifičnih sprememb vlaken ter za 
zmanjšanje nadaljnjih zahtev po energiji med rafiniranjem uporabljajo glivni encimi. Glavna 
učinka obdelave lesnih sekancev z encimi (celulazami, ksilanazami, lakazami, mangan 
peroksidazami, amilazami, pektinazami) sta, da les postane mehek in bolj porozen. Encimi 
namreč lahko odprejo strukture celičnih sten lesnih sekancev. Tako sekanci med pripravo 
celulozne kaše lažje razpadejo, še bolj pa se predobdelava z encimi pozna pri rafiniranju 
(Torres in sod., 2012). Med poskusom, kjer so sekance rafinirali s termokemičnim 
celuloznim mlinom, so pri z encimi predobdelanih sekancih prihranili 33 % električne 
energije in pomembno izboljšali trdnostne lastnosti papirja v primerjavi s kontrolnimi 
sekanci, ki niso bili predobdelani (Akhtar in sod., 2000). Med biološko pripravo celulozne 
kaše so opazili tudi izboljšanje optičnih in trdnostnih lastnosti celulozne kaše. To so dosegli 
z zmanjšano porabo kemikalij. Porabo baz so zmanjšali iz 17 na 15 %, žvepla pa iz 20 % na 
15 % (Kumar in sod., 2017).  
 
Med biološko pripravo celulozne kaše pa glive bele trohnobe predelajo tudi nekaj smole, ki 
je ujeta med lignocelulozni material. To zmanjša tako toksičnost, kot tudi biološko potrebo 
po kisiku (BOD) v procesni vodi (Kumar in sod., 2017).  
 
Enostavna, ekonomična in okolju prijazna alternativa beljenju celulozne kaše je uporaba 
ksilanaz in lakaz. Predobdelava celulozne kaše s ksilanazami z razdorom hemicelulozne 
mreže izboljša prodiranje kemikalij za beljenje. Razpad hemicelulozne mreže olajša 
odstranjevanje ujetega lignina iz vlaken celulozne kaše, v primerjavi z neposrednim 
odstranjevanjem lignina. Za beljene celulozne kaše so primerne ksilanaze, ki niso 
onesnažene s celulazami, saj bi to negativno vplivalo na viskoznost in trdnost celuloze. V 
primerjavi z uporabo ozona in vodikovega peroksida, beljenje s ksilanazami bistveno 
izboljša končno svetlost celuloze. Zaradi tega se tudi zahteve po kloru zmanjšajo za 10 do 
50 %. Vse skupaj pa vodi tudi do znižanja stroškov beljenja (Kumar in sod., 2017). 
 
Ponovna uporaba odpadnega papirja je veliko bolj prijazna za okolje in  cenovno ugodnejša, 
kot pridobivanje papirja iz surovih materialov. Pri recikliranju je ključni korak razbarvanje 
odpadnega papirja. Pri tem procesu sodelujejo različni encimi, ki jih je mogoče glede na 
tarčni substrat, razdeliti v tri ločene skupine: encime, ki razgradijo barvo na oljni osnovi 
(lipaze in esteraze), tiste, ki razgrajujejo vlakna (celulaze, ksilanaze, pektinaze in lakaze) in 
encime za razgradnjo škroba (amilaze). V primerjavi s konvencionalnim kemičnim 
razbarvanjem je encimatsko razbarvanje okolju prijazen pristop. Rezultati encimatskega 
razbarvanja se kažejo tudi v boljših fizikalnih lastnostih vlaken in boljši dostopnosti vlaken 
za encime (Kumar in sod., 2017). 
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Slika 2: Glavni procesi v industriji celuloze in papirja s prikazom obstoječih in potencialnih točk uporabe 
encimov v tem procesu (Torres in sod., 2012).  
 
2.2 PAPIRNIŠKI MULJ 
 
Mulj iz papirnic predstavlja potencialni vir lignoceluloznega materiala, ki s procesom 
priprave celulozne kaše postane dosegljiv encimatskemu delovanju. Potrebe po 
lignoceluloznem materialu so namreč velike, večina  le-tega pa potrebuje drago 
predobdelavo. Zato mulj, ki je bolj dostopen encimatskemu delovanju, zaradi česar se 
zmanjša strošek predobdelave, predstavlja cenejšo alternativo, v primerjavi z lesom (Royer 
in Nakas, 1987). Potrebe po (pred)obdelanem lignoceluloznem materialu nastajajo v 
proizvodnji biogoriv (Balat, 2011), ovojnini za hrano (Ballesteros in sod., 2018), strukturnih 
materialih, pri proizvodnji kemikalij, proizvodnji encimov in živalske krme (Bilal in sod., 
2017).  
 
Mulj je sestavljen iz celuloznih vlaken različnih dolžin in dodatkov, kot so glina, škrob, 
želatina, TiO2 in apno. Pred odlaganjem na odlagališče je mulj večinoma osušen na 20–40 
% trdne snovi. Količina in sestava lignocelulozne frakcije v mulju ter njena dovzetnost za 
encimsko delovanje je v veliki meri odvisna od vrste postopka priprave celulozne kaše. V 
tipični papirnici v ZDA se pri produkciji 1000 kg papirja proizvede približno 41 kg mulja 
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2.3 LIGNOCELULOZNA BIOMASA 
 
Glavni elementi rastlinske biomase so celuloza, hemiceluloza in lignin. Te molekule so 
kemijsko povezane tako z nekovalentnimi vezmi, kot z navzkrižnimi kovalentnimi 
povezavami. Kompleksna struktura lignoceluloze v rastlinah nudi zaščito pred razgradnjo s 
strani mikroorganizmov (Dhillon in sod., 2012). 
 
Letno je proizvedenih okoli 50 milijonov ton lignina, ki je stranski produkt v procesu 
proizvodnje papirja (Dhillon in sod., 2012). Te velike količine lignina, ki so odpadni produkt 
pri procesiranju lesa v papirniški industriji, so lahko uporabljene kot gorivo za pridobivanje 
energije (Dhillon in sod., 2012). Med gorenjem odpadnega produkta, ki nastaja pri 
procesiranju lesa v papirniški industriji, sicer izhajajo kemikalije, ki so prisotne v 
papirniškem mulju in predstavljajo pomemben okoljski problem, vendar jih med gorenjem 
zajamejo in s tem preprečijo uhajanje v okolje. Stranski produkt proizvodnje papirja bi lahko, 
namesto goriva, uporabili tudi kot substrat za pridobivanje encimov (Dhillon in sod., 2012). 
 
Samo določene filamentozne glive, bazidomicete in aktinomicete, so sposobne razgraditi 
odporne ligninske strukture, kar privede do večje dostopnosti celuloznih in hemiceluloznih 
komponent. Omenjene glive imenujemo glive bele trohnobe, zaradi končne bele barve 




Slika 3: Shematski prikaz struktur polisaharidov, ki jih najdemo v rastlinskih celičnih stenah (Samal in sod., 
2017).  
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Celuloza je najbolj zastopana organska snov na svetu. Je glavni sestavni del rastlinskih 
celičnih sten, kjer služi za vzdrževanje strukture. Poleg tega pa je prisotna tudi v bakterijah, 
glivah, algah in celo pri živalih (O'Sullivan, 1997). 
 
Celuloza je trdna, vlaknasta, v vodi netopna snov, ki jo v največji meri najdemo v celičnih 
stenah rastlin, zlasti v deblih, steblih in vseh ostalih olesenelih delih rastlinskih tkiv. Je 
nerazvejan homopolisaharid, ki ga sestavljajo β-D-glukopiranozne enote, ki so med seboj 
povezane z β-1-4-glikozidnimi vezmi (Slika 3). Celulozna veriga je v lesu sestavljena iz 
približno 10 000 glukopiranoznih enot, v prečnem prerezu pa eno mikrofibrilo sestavlja od 
30 do 200 celuloznih verig (O'Sullivan, 1997).  
 
Obstaja sedem celuloznih polimorfov (Iα, Iβ, II, III1, III11, IV1, IV11). Oblika celuloze, ki 
jo najdemo v naravi, je celuloza I ali naravna celuloza in je mešanica dveh polimorfov Iα in 
Iβ. Oba polimorfa imata enako obliko atomskega skeleta, razlikujeta se le po vzorcu 
vodikovih povezav. Le te se namreč razlikujejo na površju in v središču kristala. V celulozi 
primitivnih organizmov prevladuje komponenta Iα, medtem ko komponenta Iβ prevladuje 





Lignin je najbolj zastopana naravna neogljikohidratna organska komponenta v vlaknatih 
materialih na Zemlji, hkrati pa drugi najbolj zastopan biopolimer. Predstavlja 20–30 % 
celotne lesne biomase. Lignin deluje kot amorfna masa, ki obdaja celulozna vlakna, kar daje 
rastlinski celični steni mehansko trdnost in povečuje odpornost na razgradnjo z 
mikroorganizmi. Zaradi nizke stopnje urejenosti in heterogene strukture je v primerjavi z 
ostalimi pogostimi naravnimi polimeri zelo netipičen. Amorfen polimer lignin je strukturno 
tridimenzionalen fenolpropanoidni polimer, sestavljen iz monomernih fenolpropanskih enot, 
ki so v večini povezane z eterskimi vezmi in jih ni lahko hidrolizirati. Najpomembnejše 
funkcionalne skupine v ligninu so hidroksil, metoksil, karbonil in karboksilna enota. Delež 
posameznih funkcionalnih skupin se razlikuje glede na izvorni organizem, ki proizvaja 
lignin. Zaradi pomanjkanja encimske kontrole med sintezo, je lignifikacija (polimerizacija 
lignina) v rastlinah rezultat skoraj naključnih vezav, kar privede do nastanka zelo 
kompleksne strukture. Heterogenost je torej rezultat variacij v sestavi polimera, njegove 
velikosti, navzkrižnih povezav in funkcionalnih skupin (Dhillon in sod., 2012).  
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Velik del rastlinskih celičnih sten predstavlja tudi raznolika skupina polisaharidov, 
imenovana hemiceluloze. Hemiceluloze v grobem predstavljajo eno tretjino celične biomase 
in vključujejo heteromanan, ksiloglukan, heteroksilan in mešano vezan glukan (angl. mixed 
linkage glucan) (slika 3). Struktura teh polisaharidov, zlasti pa njihova zastopanost, variira 
glede na vrsto rastline, tip tkiva, razvojno fazo in lokacijo v plasti stene (Pauly in sod., 2013). 
Ti polisaharidi so vseprisotni v kopenskih rastlinah, še posebej bogati pa v dvokaličnicah 
(Fukuda, 2015). Razred hemiceluloz se ne nanaša na specifične strukture v steni, ampak je 
sinonim za polisaharide, ki jih iz sten lahko ekstrahiramo le z močnimi kaotropnimi sredstvi 
(Pauly in sod., 2013). Celulozne mikrofibrile so povezane ali zamrežene z neceluloznimi 
polimeri (hemicelulozo) (Pauly in sod., 2013). Te navzkrižne povezave hemiceluloze dajejo 
prožnost mrežni strukturi in delujejo kot modulator mehanskih lastnosti (Fukuda, 2015). 
Med necelulozne polimere spada razred strukturno raznolikih polisaharidov, ki jih 
sestavljajo β-1-4-povezani glikani z različnimi glikozilnimi substituenti. Tako vezana 
struktura dovoljuje polisaharidom interakcije znotraj molekul ter preko H-vezi tudi s 
celuloznimi verigami. Za razliko od celuloze, necelulozni polisaharidi vsebujejo heterogene 
substituente in druge povezave. Necelulozni polisaharidi so zato amorfni in večinoma topni 
v bazah. Ti polisaharidi so lahko kovalentno povezani tudi z ligninom in nekaterimi 




2.4.1 Glive bele trohnobe 
 
Manjša skupina filamentoznih gliv – glive bele trohnobe - je  zmožna razgraditi lignin, ki je 
najbolj obstojna komponenta v rastlinskih celičnih stenah (Dhillon in sod., 2012).  
 
Glive bele trohnobe so edinstveni in z biotehnološkega vidika privlačni organizmi zaradi 
sledečih lastnosti: so vseprisotni v naravnih okoljih in edinstveni med evkariontskimi in 
prokarionstskimi mikroorganizmi, ker imajo zelo učinkovit izvencelični encimski sistem. 
Poleg množice glikozid hidrolaz, izločajo oksidativne encime za razgradnjo lignina. 
Encimski koktajl, ki ga proizvedejo glive bele trohnobe, lahko napade najmanj 15 različnih 
tipov vezi, ki jih najdemo v ligninskem polimeru. Prednost pridobivanja teh encimov v tržne 
namene je, da lahko rastejo na poceni odpadnih substratih (Gianfreda in Rao, 2004; 
McKelvey in Murphy, 2017). 
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2.4.2 Glive rjave trohnobe 
 
Glive rjave trohnobe (in mehke trohnobe v mokrem lesu) so zmožne razgraditi le celulozne 
in hemicelulozne komponente lesa (McKelvey in Murphy, 2017). 
 
2.4.3 Hypsizigus ulmarius 
 
Glede na potrebe industrije po encimih so avtorji Ravikumar in sod. (2012) preučevali 
lastnosti lakaz, proizvedenih z avtohtonimi lignolitičnimi glivnimi sevi. Ravikumar in sod. 
(2012) so se osredotočili na Hypsizigus ulmarius, ki je vrsta glive, za katero je bila razvita 
komercialna tehnologija gojenja.  Poročila kažejo, da je ta vrsta gliv bogata z antioksidanti, 
dokazano pa je tudi, da v obliki prehranskih dodatkov ugodno vpliva na simptome diabetesa 
(Ravikumar in sod., 2012). 
 
Hypsizygus ulmarius taksonomsko uvrščamo v kraljestvo gliv, deblo Basidiomycota, razred 
Basidiomycetales, red Agaricales, družino Tricholomataceae, rod Hypsizygus (Chen in sod., 
2009). Pri H. ulmarius moramo biti previdni pri poimenovanju, saj jo je možno identificirati 
kot ostale člane rodu Hypsizygus, in sicer H. circinalus, H. elon, H. galipes, H. liguslri, H. 
marmoreus in H. zessulalus. Predvsem pri glivah H. ulmarius in H. zessulalus se v starejših 
referencah pojavlja zmeda, vendar so bile razlike med tema vrstama v zadnjem času 
pojasnjene (Chen in sod., 2009). 
 
V naravi se Hypsizygus ulmarius lahko pojavlja na javorjevem deblu, od katerega prejema 
hranila (Chen in sod., 2009).  
 
2.5 ENCIMI GLIV 
 
Glive so kemoorganotrofi, torej energijo pridobivajo z razgradnjo organskih spojin. Na 
splošno glive pred izrabo monomerov, ki služijo kot vir ogljika in energije, z izločenimi 
encimi zunajcelično razgradijo polimerne spojine (McKelvey in Murphy, 2017). 
 
Glive za razgradnjo polimernih spojin proizvajajo hidrolitične in oksidativne encimske 
sisteme (McKelvey in Murphy, 2017). Encime, ki razgrajujejo ogljikove hidrate, lahko glede 
na aminokislinska zaporedja oz. strukturo katalitičnih modulov razporedimo v različne 
družine. Glivne encime, ki so vključeni v razgradnjo rastlinskih polisaharidov, najdemo v 
najmanj 35 družinah glikozid hidrolaz (GH), treh družinah ogljikohidrat esteraz (CE) in 
šestih družinah polisaharid liaz (PL). Kljub temu da imajo encimi znotraj družin podobna 
zaporedja, imajo lahko encimi v nekaterih družinah več aktivnosti. Primer je družina GH5, 
ki vsebuje encime z različnimi substratnimi specifičnostmi, kot so eksoglukanaze, 
endoglukanaze in endomanaze (Van den Brink in Vries, 2011). 
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V zadnjih letih so encimi pridobili velik pomen v industriji (Ravikumar in sod., 2012).  
 
Številne glive in bakterije proizvajajo skupino zunajceličnih in znotrajceličnih encimov – 
hidrolaz, ki vključujejo proteaze, glikozid hidrolaze (npr. celulaze, amilaze, ksilanaze itd.), 
esteraze, fosfataze in fitaze (Gianfreda in Rao, 2004). Ti encimi so fiziološko potrebni za 
žive organizme. Glikozid hidrolaze, kamor spadajo celulaze in ksilanaze, katalizirajo 
hidrolizo velikih molekul, kot so ogljikovi hidrati, na manjše molekule, ki jih nato 
absorbirajo v celice. Hidrolaze imajo nizko specifičnost do substrata (Gianfreda in Rao, 
2004). 
 
Med pomembnejšimi encimi v industriji so tudi lakaze, ki so široko zastopane v naravi 
(Ravikumar in sod., 2012). Encimski sistem gliv bele trohnobe za razgradnjo lignina 
predstavlja različne kombinacije dveh glikoziliranih hem-vsebujočih peroksidaz, lignin 
peroksidaz (LiP), od Mn-odvisnih peroksidaz (MnP), Cu-vsebujoča fenoloksidaza in lakaza 
(L). Skupaj s H2O2, celulolitičnimi in hemicelulolitičnimi encimi lahko delujejo sinergistično 




Celulaze so kompleksni celulolitični encimi, ki jih proizvajajo glive, bakterije in praživali. 
Celulaze so sposobne celulozo razgraditi na njene osnovne elemente, β-glukozo, celobiozo 
ali oligosaharide (Zou in Plank, 2015). 
 
Razgradnja celuloze zajema sinergistično aktivnost treh encimskih razredov 1,4-
endoglukanaz (EGL), eksoglukanaz/celobiohidrolaz (CBH) in β-glukozidaz (BGL) (Van 
den Brink in Vries, 2011), ki so razdeljeni v 153 GH družin (CAZy, 2018). Endoglukanaze 
ali endo-β-1,4-glukanaze naključno hidrolizirajo notranje vezi v amorfnih regijah celuloznih 
vlaken ter s tem povzročijo hitro krajšanje verige in povečanje števila prostih reducirajočih 
koncev. Ekso-β-1,4-glukanaze ali celobiohidrolaze odcepljajo glukozne ali celobiozne enote 
z nereducirajočih koncev celulozne verige, kar se kaže v hitrem porastu koncentracije 
sladkorjev ali reduktorjev in v majhni spremembi v velikosti polimera. β-1,4-glukozidaze pa 
hidrolizirajo celobiozo, ki je produkt zgoraj naštetih reakcij, do končnega produkta glukoze. 
Začetni napad celuloznih mikrofibril v celičnih stenah lahko vključuje generiranje 
vodikovega peroksida (McKelvey in Murphy, 2017; Van den Brink in Vries, 2011; Kumar 
in sod., 2017). 
 
Glivne celulaze so običajno sestavljene iz katalitične domene (CD) in modula za vezavo 
ogljikovih hidratov (CBM), ki je na CD povezan z relativno dolgim povezovalnim peptidom 
(30-44 amino kislin), ki je pogosto glikoziliran. Celulaze razdelimo na dva tipa: ekso-1, 4-
β-D-glukanaze (EC številka 3.2.1.91) in endo-1, 4-β-D-glukanaze (EC številka 3.2.1.4) (Zou 
in Plank, 2015).  
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Slika 4: Shematska slika celuloze s celulolitičnimi encimi. endoglukanaza EGL, celobiohidrolaza CBH in beta 




Specifičen nabor ogljikohidratnih encimov hidrolizira tri vrste hrbtenične strukture 
hemiceluloz. Ksilan hidrolizirajo β-1,4-endoksilanaze in β-1,4-ksilozidaze, za ksiloglukan 
so odgovorne specifične (na ksiloglukanu aktivne) β-1,4-endoglukanaze in β-1,4-
glukozidaze, medtem ko (galakto) manan hidrolizirajo β-1,4-endomananaze in β-1,4-
manozidaze (Van den Brink in Vries, 2011). Ksilanaze (endo-β-1,4-ksilanaze) so glikozid 
hidrolaze, ki s hidrolizo β-1,4 vezi v ksilanski hrbtenični strukturi razgradijo hemicelulozo 
(Kumar in sod., 2017). Glivne β-1,4-endoksilanaze so večinoma uvrščene v družini GH10 
in GH11. Endoksilanaze iz družine GH10 imajo v splošnem širšo substratno specifičnost kot 
endoksilanaze iz družine GH11, kar pomeni, da ne razgrajujejo le linearnih verig 1,4-
povezanih D-ksiloznih ostankov, ampak tudi  verige ksilana z visoko stopnjo zamenjav in 
manjše ksilooligosaharide. Sproščene ksilooligosaharide razgradijo β-ksilozidaze, ki 
pripadajo družini GH3, več domnevnih β-ksilozidaz pa je uvrščenih v GH43. Za popolno 
razgradnjo hemiceluloze se morajo sprostiti vse zamenjave na hemicelulozni hrbtenici. To 
zahteva najmanj 9 različnih encimskih aktivnosti, ki pripadajo najmanj 12 družinam GH, in 
4 družinam ogljikohidrat esteraz (CE) (Van den Brink in Vries, 2011). Dokazano je bilo, da 
glede na porazdelitev velikosti raslinskih por ksilanaze enostavno prehajajo v notranjost 
rastlinskih celičnih sten in zato spreminjajo lastnosti, povezane z odstranjevanjem vode iz 
celičnih sten (Kumar in sod., 2017).  
 D-glukoza 
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Slika 5: Shematska struktura treh hemiceluloz: ksilana, galakto(gluko)manana in ksiloglukana s 
hemicelulolitičnimi encmi. 
ABF α-arabinofuranozidaza, AFC α-fukozidaza, AGL α-1,4-galaktozidaza, AGU α-glukuronidaza, AXE acetil 
(ksilan) esteraza, AXH arabinoxylan α-arabinofuranohidrolaza, AXL α-ksilozidaza, BXL β-1,4-ksilozidaza, 
FAE feruloil esteraza, LAC β-1,4-galaktozidaza, MAN β-1,4-endomananaza, MND β-1,4-manozidaza, XEG 




Sinteza lakaz je razširjena med rastlinami, glivami in bakterijami. Ti encimi so vključeni v 
različne fiziološke funkcije in igrajo ključno vlogo pri kroženju zemeljskega ogljika. V 
rastlinah so vključeni v sintezo lignina, medtem ko so pri glivah vključeni v razgradnjo 
lignina, pigmentacijo in patogenezo (Ravikumar in sod., 2012; Kumar in sod., 2017). 
 
Lakaze (Lac, EC 1.10.3.2), lignin peroksidaze (LiP, EC 1.11.1.14) in mangan peroksidaze 
(MnP, EC 1.11.1.13) so encimi, ki razgrajujejo lignin in jih proizvajajo glive bele trohnobe 
(Kumar in sod., 2017). So velike molekule (MW ~ 70000), ki ne morejo prehajati globoko 
v ligninske enote, zato so pogosto uporabljene skupaj z oksidacijskim mediatorjem. So 
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skupine do fenoksi radikalov (kisik pa je sočasno reduciran v vodo), kar sproži postopek 
depolimerizacije (Kumar in sod., 2017). 
Lignin peroksidaza (LiP) povzroči od H2O2 (proizvedena endogeno) odvisno oksidacijo 
različnih aromatičnih struktur, povezanih z ligninom, kar povzroči nastanek aril kationskih 
radikalov. Ti lahko izvedejo več neencimatskih reakcij, kot so: oksidacija benzilnega 
alkohola, cepitev vezi C-C, hidroksilacija, fenolno dimerizacijo in/ali polimerizacijo ter 
demetilacijo in proizvodnjo velikega števila končnih produktov (Gianfreda in Rao, 2004). 
 
Lakaze so družina večkratnih oksidaz, ki reducirajo O2 do H2O in tako oksidirajo organske 
spojine, zlasti fenole in različne nefenolne substrate. Rezultat je nastanke reaktivnega 
radikala, ki reducira molekularni kisik v vodo. En elektron se odcepi od substrata, 
molekularni kisik pa služi kot akceptor elektrona. Substrat izgubi en elektron in tvori prost 
radikal. Nestabilen radikal nadaljuje neencimatske reakcije, ki vključujejo hidracijo, 
disproporcionacijo in polimerizacijo. Substrati za lakaze variirajo od difenolov in 
polifenolov do diaminov, aromatičnih aminov, benzentiolov in substituiranih fenolov 
(Ravikumar in sod., 2012; Kumar in sod., 2017).  
 
 
Slika 6: Katalitični cikel lakaz. Lakaze substrat oksidirajo s pomočjo bakra T1, tako da se elektroni preko 
močno ohranjene His-Cys-His sekvence, prenesejo na mesto T2/T3, kjer se molekularni kisik reducira do 
vode. (Baldrian, 2006). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 NAČRT EKSPERIMENTALNEGA DELA 
 
Eksperimentalno delo je potekalo v dveh delih (slika 7). V prvem delu smo spremljali rast 
29 različnih sevov gliv, od katerih smo jih nato izbrali 10, ki so najbolje prerasli gojišče. 
Naredili smo encimske ekstrakte 10 izbranih glivnih sevov in nato hiter presejalni test 
encimskih aktivnosti. Izbrali smo 3 seve, ki smo jih nacepili na toplotno neobdelani mulj ter 
mulj, ki smo ga toplotno obdelali po dveh različnih režimih, in sicer 180 min pri 60 °C in 
avtoklavirali 99 min pri 124 °C in 1,3 bar. Po tem ko so glive prerasle gojišče, smo odvzeli 
4 vzporedno gojene kulture vsakega seva na vsakem od treh gojišč, tako smo storili še 
štirikrat v razmaku enega tedna. Na enem sevu smo izvedli analizo na toplotno neobdelanem 
in avtoklaviranem mulju v petih časovnih točkah rasti. Nato smo iz vzorcev, odvzetih v 
različnih časovnih točkah ekstrahirali proteine in s spektrofotometričnimi analizami 
ugotavljali koncentracije celokupnih proteinov v ter celulolitične, ksilanolitične in lakazne 




















Slika 7: Shema ključnih korakov eksperimentalnega dela 
10 sevov gliv 




3 sevi gliv 
avtoklaviran mulj 
124 °C, 1,3 bar, 99 min 
toplotno 
obdelan mulj 
60 °C, 180 min 







1 sev glive 
encimska aktivnost 




žito in nato na 
mulj 
29 sevov gliv 
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ABTS, 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) diamonijeva sol (Calbiochem, 
194430) 
Agaroza (Sigma, A-9414) 
Agar Grade A (Becton Dickinson, 212304) 
40 % akrilamid/bis-akrilamid (37.5:1) (Merck, 1.00638) 
APS, amonijev persulfat (Gibco, 15523-012) 
Bakrov sulfat 5-hidrat CuSO4 x 5H2O (Merck, 1.02790) 
Bromfenol modro (Serva, 15375) 
BSA, goveji serumski albumin (Sigma, A4503) 
n-butanol (Merck, 1.01990) 
Coomassie briljantno modro G (Sigma B-1131) 
CMC, karboksimetil celuloza (Sigma, C-5678) 
EDTA, etilandiamin-tetraacetat (Merck, 1.08418) 
Etanol (Merck, 1.0983) 
Folin-Ciocalteu fenolni reagent (Sigma, F-9252) 
Formaldehid (Merck, 1.04000) 
Glicin (Sigma, G-8898) 
Glicerol (Merck, 1.04092) 
D-glukoza (Kemika, 07050 07) 
Kalcijev klorid (Merck, 1.02391) 
Klorovodikova kislina (Merck, 1.00317) 
Kongo rdeče (Sigma, C-6767) 
Bukov ksilan (Sigma, X-4252) 
Ksiloza (Sigma, X-1500) 
2-merkaptoetanol (Sigma, M-7154) 
Metanol (Merck, 1.06009) 
Natrijev citrat (Kemika, 1405407) 
Natrijev hidroksid (Merck, 1.06498) 
Natrijev klorid (Merck, 1.06404) 
Natrijev karbonat (Merck, 1.06392) 
Dinatrijev hidrogenfosfat (Merck, 1.06580) 
Natrijev dihidrogenfosfat (Merck, 1.06346) 
Natrijev sulfit (Merck, 1.06657) 
Kalij natrijev tartrat (Merck, 1.08087) 
Ocetna kislina (Merck, 1-00063) 
85 % ortofosforna kislina (Merck, 1.00573) 
PAHBAH, hidrazid p-hidroksi benzojeve kisline (Sigma, H-9882) 
Izo-propanol (Merck, 1.09634) 
Lestvica za SDS PAGE PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, 
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26619) 
SDS, natrijev dodecil sulfat (Merck, 8.17034) 
TEMED, N'N'N'N'-tetrametiletilendiamin (Sigma, T-9281) 
Tris(hidroksimetil) aminometan (Merck, 1.08382) 
Trikloroocetna kislina (Merck, 1.00807) 
 
3.3 PAPIRNIŠKI MULJ 
 
Kot substrat za gojenje gliv nam je služil odpadni papirniški mulj iz Papirnice Vevče (slika 
8). Mulj je bil v zadostni količini odvzet enkrat in bil nato ves čas zamrznjen pri –20 °C. S 
tem smo zagotovili enake lastnosti substrata med celotnim izvajanjem poskusa. Mulj smo 




Slika 8: Fotografija papirniškega mulja, uporabljenega v eksperimentalnem delu 
 
3.4 RAST GLIV NA PETRIJEVKAH 
 
Na začetku raziskave smo želeli pridobiti informacije, kateri od sevov gliv je sposoben rasti 
na mulju iz Papirnice Vevče. Izbrane seve smo aseptično nacepili na gojišče, ki je vsebovalo 
le mulj in agar po postopku navedenem v poglavjih 2.4.2, 2.4.3 in 2.4.4. Metodo opazovanja 
rasti smo kvantificirali tako, da smo okrogli vcepek posamezne glive postavili na gojišče na 
rob petrijevke in v treh smereh z ravnilom merili rast glive v časovnem zaporedju. Izdelali 
smo okroglo prosojno ravnilo, ki se je prilegalo obliki petrijevke (slika 9). Na njem smo 
začrtali merila v treh smereh, tako da so se vsa tri začenjala v isti točki. Merilo smo vedno 
enako postavili na petrijevko, in sicer tako da smo točko začetka merjenja, kjer so se stikala 
vsa tri merila postavili na mesto, kjer smo postavili glivni vcepek. Na merilih smo tako 
odčitali dolžino, ki jo je gliva prerasla v določenem časovnem obdobju.    
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Slika 9: Fotografija ravnila za merjenje rasti gliv v petrijevkah 
 
3.4.1 Priprava micelija 
 
Izbranih 29 glivnih sevov smo pridobili iz različnih virov. Vzorci, ki smo jih pridobili iz 
različnih virov (Mycomedica d. o. o. in Zbirka gliv oddelka za lesarstvo, Biotehniška 
fakulteta), so se med seboj razlikovali v času, ko so bili nacepljeni na gojišče, zato je bil 
micelij v različnih vitalnih stanjih. Da smo zagotovili enako starost micelijev in s tem 
primerljivost med sevi, smo jih pred začetkom poskusov nacepili na gojišče iz sladnega 
agarja. Gojišče je vsebovalo 45 g/L sladnega agarja in 10 g/L glukoze, ki smo ju raztopili v 
destilirani vodi. Avtoklaviranje steklenih petrijevk in gojišča je potekalo 20 min pri 
temperaturi 121 °C, tlaku 1,1 bar. Razlivanje gojišč in nacepljanje je potekalo v aseptičnem 
okolju v laminariju. Gojišče smo vlili v petrijevke, počakali, da se je gojišče ohladilo in 
strdilo ter v vsako nacepili po en krožni izseček, ki smo ga izrezali iz kultur, ki so predhodno 
rasle na sladnem agarju. Vzorce smo inkubirali pri 24 °C in jih, po tem ko so miceliji prerasli 
celotno površino petrijevke, prestavili v hladilnik ter hranili pri 2 °C do nadaljnje uporabe. 
Zadnji sevi so petrijevke prerasli po 42 dneh, ko smo nadaljevali z nacepljanjem vzorcev na 
gojišče z muljem. 
 
3.4.2 Optimizacija priprave gojišča z muljem 
 
Za semikvantitativno oceno rasti micelija na mulju smo želeli pripraviti primerno gojišče, ki 
ga bo mogoče vlivati v petrijevke. Poleg tega smo morali zagotoviti gladko površino gojišča, 
saj bi izbokline in/ali razpoke na gojišču lahko povzročile motnjo med rastjo micelija, kar bi 
vplivalo na rast in povzročilo nepravilne rezultate. Kot edini vir hranil za seve gliv smo v 
gojišče dodali papirniški mulj. S tem smo zagotovili, da bodo za rast uporabljali gradnike, 
ki jih bodo pridobili izključno iz papirniškega mulja. 
 
Zaradi same narave mulja, ki je na otip suh (izmerili smo 48,89 % suhe snovi) ter sprijet v 
grudice, ga je bilo za nadaljnjo uporabo potrebno obdelati. Mulju smo dodali vodo in agar v 
20 
Jurinčič N. Pridobivanje glivnih lignocelulolitičnih encimov na trdnem odpadku in papirne industrije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
različnih razmerjih ter mešanico dobro premešali s paličnim mešalnikom, tako da smo dobili 
homogeno tekočo zmes. 
 
Pripravili smo mešanice 200 g/L, 300 g/L in 500 g/L mulja z vodo, ki smo jim dodali 8 g/L 
agarja ter v vsako petrijevko vlili 50 g tega gojišča. Po enem dnevu smo opazili, da so se vsa 
gojišča izsušila, tako da so se bolj ali manj odmaknila od stene petrijevk, nastale so razpoke 
in neravna površina. To je bilo najbolj izrazito pri gojišču s 500 g/L mulja z vodo, najmanj 
pa pri gojišču z 200 g/L mulja z vodo, vendar tudi pri tej koncentraciji nismo bili zadovoljni 
z rezultatom. Poskus priprave gojišča smo torej ponovili z 200, 150 in 100 g/L mulja z vodo 
(kar pomeni razmerja med muljem in vodo; 1 : 5, 1 : 6,6 ter 1 : 10), čemur smo dodali agar 
v  koncentraciji 8 g/L. Odločili smo se, da v petrijevke tokrat vlijemo po 45 g mešanice. Za 
to količino smo se odločili zaradi uporabe nastavka na erlenmajerici, s pomočjo katerega 
smo lahko v vsako petrijevko vlili enako količino mešanice. Vlivanje je namreč moralo 
potekati razmeroma hitro, da se mešanica ne bi strdila že v erlenmajericah. Tokrat smo dobili 
zadovoljive rezultate pri mešanici v razmerju mulj:voda 1 : 10. Gojišče je bilo v tem primeru 
homogeno in je ostalo razporejeno po petrijevki ter imelo gladko površino. 
 
3.4.3 Testiranje gojišča 
 
Najprej smo na devet gojišč z muljem v razmerju 1 : 10, nacepili Pleurotus ostreatus PLAB 
(vir Mycomedica d. o. o.) – sev, za katerega smo bili na osnovi predhodnih analiz prepričani, 
da raste na papirniškem mulju. Gojišče smo 20 min avtoklavirali pri temperaturi 121 °C, 
tlaku 1,1 bar. Inkubacija je potekala 27 dni, pri temperaturi 24 °C. Rast smo med tem 
spremljali z merjenjem poti preraščanja micelija in fotografiranjem. 
 
Zaradi pojava okužb smo v drugo spremenili parametre avtoklaviranja. Avtoklaviranje 
gojišča je tokrat potekalo 1h pri temperaturi 121 °C, tlaku 1,1 bar. Tokrat smo gojišče vlili 
v osem petrijevk in opazovali, ali se bodo ponovno pojavile okužbe. Gliv nismo nacepljali. 
 
Na gojišču so se po enem tednu ponekod, a v manjši meri, zopet začele pojavljati mikrobne 
kolonije, zato smo preverili delovanje avtoklava in nato ponovno avtoklavirali gojišče pod 
spremenjenimi pogoji. Novi parametri avtoklaviranja so bili: temperatura 124 °C, tlak 1,3 
bar, čas 99 min. Poizkusno smo na novo pripravljene plošče zopet nacepili sev PLAB. Rast 




Jurinčič N. Pridobivanje glivnih lignocelulolitičnih encimov na trdnem odpadku in papirne industrije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
3.4.4 Nacepljanje gliv in inkubacija 
 
Papirniški mulj smo odmrznili in redčili z vodo v razmerju 1 : 10 ter dodali 8 g/L agarja. 
Tako pripravljeno gojišče smo 99 min avtoklavirali pri temperaturi 124 °C in  tlaku 1,3 bar. 
Po avtoklaviranju smo ga v brezprašni komori po 40 mL nalili v petrijevke. Nacepili smo 4 
vzporedno gojene kulture vsakega seva, tako da smo izseček kulture postavili ob rob 
petrijevke. Micelij smo nato inkubirali v zatemnjenem inkubatorju pri 24 °C in z merjenjem 
spremljali njegovo rast, kot je opisano v poglavju 2.4.5. 
 
3.4.5 Spremljanje rasti 
 
Preraščenost gojišča z micelijem smo merili, kot je opisano v poglavju 3.4 (Rast gliv na 
petrijevkah). Na dan nacepljenja micelija smo v treh smereh izmerili, do kam sega izseček, 
kar nam je služilo za določitev začetne točke merjenja, nato pa smo prav tako v treh smereh 
izmerili preraščenost peti, deseti, trinajsti, šestnajsti in devetnajsti dan po nacepljenju. Takrat 
smo z merjenjem zaključili, saj so nekateri sevi že pred tem dosegli rob petrijevke, nekateri 
v času devetnajstih dni, pri nekaterih sevih pa se je rast ustavila že pred zadnjima dvema 
meritvama. 
 
3.5 PRESEJALNO TESTIRANJE ENCIMSKIH AKTIVNOSTI 
 
Z merjenjem rasti gliv na petrijevkah smo določili deset sevov, ki so najhitreje prerasli 
agarska gojišča z muljem v petrijevkah. Predpostavili smo, da so sevi s hitrejšo rastjo tudi 
uspešnejši v proizvajanju encimov, ki omogočajo razgradnjo specifičnega substrata. 
Uspešna rast je bila torej prvi kriterij po katerem smo zožali nabor sevov za nadaljnje 
raziskave. 
 
Hiter test encimskih aktivnosti smo naredili tako, da smo homogenizirali z glivnimi sevi 
preraščena agarska gojišča z muljem ter ekstrakt (postopek priprave naveden v poglavjih 
2.5.1 in 2.5.2) le tega aplicirali na tri različne agarozne plošče (postopek priprave naveden v 
poglavju 2.5.3), za analizo aktivnosti treh različnih encimskih skupin – celulaz, ksilanaz in 
lakaz. Cona hidrolize je po inkubaciji pri celulazah in ksilanazah vidna zaradi razgradnje 
polisaharidnega substrata, na katerega se veže barvilo kongo rdeče, pri lakazah pa je vidna 
rjava cona oksidacije gvajakola (slika 10). Premer razgradnih oz. oksidacijskih con smo 
izmerili z ravnilom. Poskus smo izvedli pri dveh različnih vrednostih pH gojišč/encimskih 
ekstraktov, da smo preverili, kako pH vpliva na encimske aktivnosti. 
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Slika 10: Hiter presejalni test encimskih aktivnosti. Levo cone razgradnje ksilanaz, na sredini cone razgradnje 
celulaz in desno oksidacijske cone lakaz. Na teh petrijevkah so uporabljeni encimski ekstrakti, ki so mešanica 




Za poskus presejalnega testiranja aktivnosti smo uporabili deset sevov gliv z oznakami: H35, 
CHP 4, PP3, PLO 4, HYUL, POLY xy, AASC, COCO, GAL 5 in PLO ZABR. Za vsak sev 
smo imeli štiri vzporedno gojene kulture poskus pa smo na vseh štirih vzporedno gojenih 
kulturah opravili pri dveh različnih vrednostih pH ekstrakcijskih pufrov, in sicer pri pH 7 in 
pH 8. Homogenizacijo naštetih kultur smo izvedli z mešalnikom za trdne snovi Ultra turrax. 
Z glivnimi miceliji prerasla gojišča smo iz petrijevke prenesli v čašo in homogenizirali. Nato 
smo mešalo sprali s 4 mL destilirane vode, ter tako sprali ostanke, ki so se prijeli nanj. 
Vsebino smo nato prelili v 50 mL centrifugirko (Falkon). Petrijevke in centrifugirke so bile 
ves čas dela na ledu.  
 
3.5.2 Ekstrakcija encimov 
 
V 50 mL centrifugirko smo natehtali 15 g homogenata in dodali 15 mL ekstraktanta, ki je 
bil v našem primeru 1M Na-fosfatni pufer s pH 7 ali pH 8. Masa vzorca in volumen 
ekstraktanta sta bila torej v razmerju 1 : 1. Tako pripravljeno mešanico smo 3 ure inkubirali 
na ledu na stresalniku z vmesnim intenzivnim mešanjem. Vzorce v centrifugirkah smo nato 
centrifugirali pri 3270 rpm, 20 min pri –5 °C. Supernatant smo odlili v čiste/sterilne 
centrifugirke in še enkrat centrifugirali pri enakih pogojih, da se je vzorec še bolj zbistril. 
Nato smo supernatant odpipetirali in shranili v zamrzovalniku pri –20 °C.  
 
3.5.3 Priprava plošč za presejalno testiranje encimskih aktivnosti 
 
Tarčne encimske aktivnosti v ekstraktih smo v prvem koraku testirali s hitrim kvalitativnim 
testom encimske aktivnosti na agaroznih ploščah z vklopljenimi substrati (Marinšek Logar, 
1999). Za test celulolitične aktivnosti smo pripravili plošče z 0,2 % karboksimetil celuloze 
(CMC) in 0,6 % agaroze, za test ksilanolitične aktivnosti 0,4 % ksilana in 0,6 % agaroze, za 
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lakazno aktivnost pa 0,01 % gvajakola in 0,6 % agaroze v destilirani vodi. Poskus smo 
izvedli v dveh ponovitvah, saj smo testirali encimsko aktivnost pri pH 7 in pH 8. Za vsak 
vzorec smo testirali vzporedno pripravljene ekstrakte kultur, pripravili pa smo tudi mešanico 
supernatanta vseh štirih vzporedno gojenih kultur. 
 
V plošče smo s tanjšo stranjo Pasteurjeve pipete napravili luknjice, v katere smo odpipetirali 
po 10 µL ekstrakta vzorca pri testu ksilanolitične aktivnosti ter 5 µL vzorca za test 
celulolitične aktivnosti in test lakazne aktivnosti. 
 
Plošče za testiranje celulolitične in ksilanolitične aktivnosti smo po nanosu vzorcev 
inkubirali 2 uri pri 37 °C (postopek prilagojen po Marinšek Logar, 1999). Za določanje 
lakazne aktivnosti smo inkubirali 1,5 ure pri sobni temperaturi (Pointing, 1999). 
 
3.5.4 Merjenje encimske aktivnosti 
 
Po inkubaciji smo plošče za testiranje ksilanolitične in celulolitične aktivnosti sprali z 1M 
NaCl ter jih nato prelili z 1 mg/mL raztopine Kongo rdeče. Pri sobni temperaturi smo 
inkubirali 15 min ter sprali z 1 M NaCl in nato še z 0,5 M NaCl. 
 
Po razbarvanju s Kongo rdečim so se na ploščah z vklopljenima polisaharidoma pojavile 
neobarvane cone razgradnje. Na ploščah za testiranje lakazne aktivnosti so se po inkubaciji 
pojavile rjave cone oksidacije substrata. Z ravnilom smo izmerili cone razgradnje in 
oksidacije, podatke pa obdelali v programu Excell. 
 
3.6 GOJENJE IZBRANIH SEVOV NA MULJU BREZ DODATKOV 
 
3.6.1 Priprava micelija 
 
Na podlagi rezultatov presejalnega encimskega testiranja smo se odločili, da bomo za 
nadaljnje raziskave uporabili tri seve in sicer H35, PP3 in HYUL. 
 
Želeli smo pridobiti vitalen micelij, tako kot v začetku eksperimenta, zato smo izbrane seve  
(shranjene  pri 2 °C) nacepili vsakega na svoje agarsko gojišče s sladnim agarjem. Uporabili 
smo enako gojišče, kot v začetku eksperimenta (45 g/L sladnega agarja in 10 g/L glukoze) 
ter 1 teden gojili v inkubatorju pri 24 °C. 
 
Nato smo vitalen micelij nacepili na žito, saj so predhodni eksperimenti pokazali, da glive, 
ki prehodno preraščajo žito, lažje rastejo na odpadnem mulju. Pripravili smo 6 kozarcev z 
200 g žita, po dva kozarca za vsak sev. Glive so žito preraščale približno 1 teden. 
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3.6.2 Priprava gojišča, nacepljanje in inkubacija 
 
Substratu, v našem primeru papirniškemu mulju, smo izmerili pH ter določili odstotek suhe 
snovi. Mulj smo presejali čez sito, da smo dobili homogeno teksturo. Ker je za rast gliv 
optimalna vlažnost 65 % (neobjavljeni izsledki) smo k 29,13 kg substrata dodali 9,87 kg 
vode.  
 
Za vse tri seve smo analizirali rast na avtoklaviranem mulju, mulju, ki smo ga toplotno 
obdelali pri 60 °C in toplotno neobdelanem mulju. V vsak steklen kozarec smo prenesli po 
160 g mulja ter načrtovano količino gojič avtoklavirali 99 min pri 124 °C in 1,3 bar ali 
toplotno obdelali s segrevanjem 180 min pri 60 °C. 
 
 
Slika 11: Postopek presejanja mulja čez sito. 
 
Vsako gojišče smo nacepili s 5 g micelija na žitu. Avtoklaviran in toplotno obdelani mulj 
smo nacepili v laminariju, toplotno neobdelani mulj pa na pultu. 
Inkubacija je potekala pri 24 °C. Ko so glive prerasle celotno površino gojišča, smo prve 
štiri vzporedno gojene kulture zamrznili pri – 20 °C. Nato smo postopoma zamrzovali po 
štiri kulture še po prvem, drugem tretjem in četrtem tednu od dneva, ko so glive prerasle 
celotno gojišče. Čas, ko je gliva prerasla celotno gojišče, smo imenovali t0, ostale štiri 
časovne točke znotraj 29 dnevnega intervala pa t1, t2, t3 in t4. V vsaki časovni točki smo 
odvzeli vzorce štirih vzporedno rastočih kultur posameznega seva. Želeli smo ugotoviti, 
kateri način obdelave substrata je, tako z biološkega, kot ekonomskega vidika, 
najprimernejši za rast gliv in s tem tudi za produkcijo tarčnih encimov ter v katerem 
časovnem obdobju gliva proizvaja največ encimov. 
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3.7 PRIPRAVA IN ANALIZA ENCIMSKIH EKSTRAKTOV 
 
3.7.1 Priprava encimskih ekstraktov  
 
Homogenizacijo kultur sevov H35, PP3 in HYUL, ki so rasli na avtoklaviranem in 
neobdelanem mulju, smo izvedli z mešalnikom Ultra turrax (slika 12). Da smo lahko izvedli 
homogenizacijo, je bilo v vsako kulturo potrebno dodati po 200 mL destilirane vode, ki je 
primerno omočila preraščen substrat. Po 25 g izrabljenega gojišča smo nato odtehtali v 50 
mL centrifugirke, ki so bile ves čas na ledu. 
 
Za ekstrakcijo smo v vsako centrifugirko dodali po 20 mL 1M Na-fosfatnega pufra s pH 8, 
ter mešanico 3 ure intenzivno premešali vsakih 15 min. Vzorci so bili ves ta čas na ledu. Na 
to smo vzorce centrifugirali 20 min na 3270 rpm pri –5 °C. Odlili smo supernatant ter ga še 
enkrat centrifugirali pri enakih pogojih, da se je le ta še bolj zbistril. Vzorce smo alikvotirali 
v mikrocentrifugirke po 1,4 mL ter jih shranili pri – 20 °C. Prav tako smo pripravili tudi 
kontrolne vzorce, katerih izhodni material je bil nepreraščen mulj. 
 
 
Slika 12: Princip delovanja mešalnika Ultraturrax. 
 
3.7.2 Merjenje koncentracije proteinov v encimskih ekstraktih 
 
Koncentracijo proteinov v vzorcih smo določili z metodo po Lowryju (Lowry in sod., 1951). 
V ta namen smo najprej pripravili redčitveno vrsto BSA (govejega serumskega albumina) 
za standardno krivuljo. Za redčitev smo uporabili vodo MilliQ in pripravili naslednje 
koncentracije BSA 0,00 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,32 mg/mL in 
0,40 mg/mL. Vzorce odvzete v časih t0, t1, t2, t3 in t4 iz štirih vzoredno gojenih kultur smo 
analizirali neredčene ter redčene v razmerjih 1 : 10, 1 : 20 in 1 : 50. Vzorcem in standardnim 
raztopinam BSA (125 µL) vzorca smo dodali po 125 µL 1M NaOH, premešali na vrtičniku 
ter 5 min segrevali pri 100 °C. V pripravljene standardne raztopine BSA in ohlajene vzorce 
smo nato dodali po 625 µL mešanice OD. Mešanica OD je vsebovala reagenta Lowry A in 
Lowry B v razmerju 50 : 1. Reagent Lowry A je 5 % Na2CO3, reagent Lowry B pa vsebuje 
1 % NaK-tartrat in 0,5 % CuSO4.5H2O z vrednostjo pH 7. Nato smo med mešanjem na 
vrtičniku dodali 125 µL razredčenega reagenta Folin Ciocalteu reagenta. 
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Po 30 min inkubaciji (v kateri je potekla reakcija) smo vzorce, pomešane z reagentom nanesli 
na mikrotitrsko ploščo in na spektrofotometru pomerili absorbanco pri valovni dolžini 700 
nm. Na podlagi umeritvene krivulje smo izračunali koncentracije proteinov. 
 
3.7.3 Kvantitativna detekcija encimskih aktivnosti 
 
3.7.3.1 Ksilanolitična in celulolitična aktivnost 
 
Encimsko aktivnost smo izmerili z metodo detekcije sproščenih reducirajočih sladkorjev 
(Lever, 1977). Za določanje ksilanolitične aktivnosti kot substrat uporabili 1 % raztopino 
ksilana ter kot standard redčitveno vrsto ksiloze, pri določanju celulolitične aktivnosti pa 
smo za substrat uporabili 1 % raztopino karboksimetil celuloze (CMC), kot standard pa 
redčitveno vrsto  glukoze. Standardna redčitvena vrsta je bila v obeh primerih pripravljena 
iz vzorcev 0 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM in 6 mM monosaharidov. Ekstrakte vzorcev odvzete 
v petih časovnih točkah rasti smo uporabili v štirih ponovitvah. Za izničenje vpliva 
morebitnih interferirajočih snovi v mulju smo v štirih ponovitvah uporabili ekstrakte 
nepreraščenega mulja. V nadaljevanju so bili ekstrakti vzorcev odvzetih v petih časovnih 
točkah rasti in ekstrakti nepreraščenega mulja obdelani enako. Poleg tega smo pripravili 
analitske kontrole, in sicer prav tako v štirih ponovitvah. 
 
Vzorce smo pripravili tako, da smo po 20 µL vzorca dodali v 230 µL substratne 
raztopine/suspenzije in dobro premešali, v kontrolne mikrocentrifugirke pa smo odpipetirali 
le 230 µL substrata. Vzorce in kontrole smo inkubirali 150 min pri 37 °C. Po končani 
inkubaciji smo v kontrole dodali 20 µL vzorca, nato pa tako v vzorce, kot tudi kontrole po 
30 µL 10 % trikloroocetne kisline, ter dobro premešali na vrtičniku. V Hachove epruvete 
smo odpipetirali po 5 mL reagenta PAHBAH, ki smo ga pripravili pred tem. V epruveto k 
reagentu PAHBAH smo nato dodali po 100 µL predpripravljenega vzorca ali kontrole ali 
standardne raztopine za umeritveno krivuljo. Epruvete smo zaprli in dobro premešali na 
vrtičniku ter jih 10 min inkubirali pri 100 °C. Nato smo epruvete ohladili pod hladno tekočo 
vodo ter vzorce, kontrole in standardno raztopino odpipetirali na mikrotitrsko ploščo. 
Absorbanco smo izmerili pri valovni dolžini 420 nm. 
 
3.7.3.2 Lakazna aktivnost 
 
Lakazno aktivnost v ekstraktih vzorcev odvzetih v petih časovnih točkah rasti smo izmerili 
na sledeč način. V 890 µL Na-fosfatnega pufra smo dodali 10 µL vzorca. Raztopino smo 
segreli na 25 °C in dodali 100 µL ohlajenega ABTS. Nato smo pri 420 nm izmerili 
absorbanco. Za ozadje smo uporabili mulj, ki smo mu absorbanco izmerili na enak način, 
kot vzorcem preraščenega mulja. Za negativno kontrolo pa smo uporabili encimski ekstrakt, 
ki smo ga 20 min segrevali pri 100 °C. Pripravili smo neredčene, 20-krat in 50-krat redčene 
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vzorce (ekstrakte preraščenega in nepreraščenega mulja) in negativno kontrolo, ki je 
vsebovala ekstrakte vzorcev iz petih časovnih točk rasti preraščenega mulja ter ekstrakte 
vzorcev nepreraščenega mulja. 
 
3.7.4 Analiza encimskih ekstraktov z SDS PAGE in encimogrami 
 
Pred vsako analizo s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega 
lavrilsulfata (SDS PAGE elektroforezo) smo najprej pripravili gel. V suhe in čiste dele 
predhodno sestavljenega kalupa za vlivanje gelov smo najprej do nekaj centimetrov pod 
robom vlili 8 % ločevalni gel (preglednica 1) in ga prekritega z nasičenim n-butanolom 
pustili polimerizirati eno uro. Ločevalni gel je v primeru detekcije ksilanaz vseboval ksilan, 
v primeru detekcije celulaz pa CMC. Nato smo odlili n-butanol in dobro sprali z destilirano 
vodo ter obrisali in posušili s filtrirnim papirjem. Sledil je nanos 4 % nanašalnega gela 
(preglednica 1) v katerega smo vstavili glavniček. Gel smo zatesnili s parafilmom in folijo 
ter ga čez noč pustili polimerizirati pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo izvlekli 
glavniček, žepe dobro sprali z destilirano vodo ter gel namestili v elektroforezno kad,  
napolnjeno z elektroforetskim pufrom (preglednica 2). 
 
Preglednica 1: Sestava ločevalnega in nanašalnega gela. 
Sestavina 8 % ločevalni gel 4 % nanašalni gel 
dH2O  28,2 mL 18,3 mL 
Substrat za dokazovanje  0,12 g CMC/bukovega ksilana / 
Pufer 15 mL  1,5 M Tris HCl pH 8,8 7,5 mL 0,5 M Tris HCl pH 6,8 
10 % SDS 0,6 mL 0,3 mL 
30 % 
akrilamid/bisakrilamid 
16 mL 3,9 mL 
10 % APS 0,15 mL 0,09 mL 
TEMED 0,03 mL 0,03 mL 
 
 
Preglednica 2: Sestava elektroforetskega pufra za SDS PAGE. 
Sestavina Količina za 5000 mL 
 Tris 15 g 
Glicin 72 g 
SDS 5 g 
 
Po 100 µL odmrznjenih vzorcev smo dodali 100 µL nanašalnega pufra in jih denaturirali pri 
60 °C 20 min. Vzorec nenacepljenega mulja ter vzorce preraščenega mulja v petih časovnih 
točkah smo na gel nanesli dvakrat po 100 µL ter na vsak gel nanesli tudi po 10 µL standardne 
mešanice proteinov. V času potovanja vzorcev v nabijalnem delu gela je elektroforeza 
potekala pri 30 mA, v separacijskem delu gela pa pri 200 V. Gel smo po končani 
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elektroforezi razpolovili, tako da smo imeli enak časovni interval vzorcev na obeh polovicah, 
na eni od polovic pa dodano še standardno mešanico proteinov. Za detekcijo vseh proteinov 
smo gel s standardno mešanico proteinov obarvali z barvilom Colloidal coomassie G-250, 
drugo polovico gela, v kateri smo želeli zaznati hidrolitično aktivnost, pa s Kongo rdeče. 
 
 
Slika 13: Priprava gelov za elektroforezo. 
 
Za barvanje z barvilom Colloidal coomassie G-250 (Dyballa in Metzger, 2009) smo gel 
najprej prenesli v posodo z vodo MilliQ in ga 3-krat spirali z vodo MilliQ. Po spiranju smo 
v banjico z gelom dodali raztopino koloidnega barvila Coomassie Brillant Blue G-250 
(preglednica 3), ki smo jo pred tem dobro pretresli. Inkubacija je potekala v hladilniku preko 
noči. Po barvanju smo gel 2-krat sprali z vodo MilliQ ter z gladko brisačo odstranili 
zalepljenje delce barvila. Gel smo nato razbarvali z raztopino za razbarvanje (preglednica 
4). Po 1 uri smo gel 2-krat sprali z vodo MilliQ in fotografirali. 
 
Preglednica 3: Sestava raztopine za barvanje s Coomassie modrim. 
Sestavina 
Količina za 500 mL Končna koncentracija 
Barvilo CBB G-250 0,1 g 0,02 % (w/v) 
Aluminijev sulfat-18-hidrat 25 g 5 % (w/v) 
96 % EtOH 50 mL 10 % (v/v) 
85 % ortofosforna kislina 11,75 mL 3 % (v/v) 
 
Preglednica 4: Sestava raztopine za razbarvanje pri barvanju s Coomassie modrim. 
Sestavina 
Količina za 2000 mL Končna koncentracija 
96 % EtOH 200 mL 10 % (v/v) 
85 % ortofosforna kislina 47 mL 3 % (v/v) 
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Za barvanje encimogramov z barvilom kongo rdeče smo gel najprej 50 min spirali v 
renaturacijski raztopini 1 (preglednica 5), nato pa v renaturacijski raztopini 2 (preglednica 
5) preko noči v hladilniku. Gel smo naslednji dan prenesli v renaturacijsko raztopino 3 
(preglednica 5) in ga 60 min inkubirali v hladilniku, nato smo ga prenesli v plastično mapo 
in dobro zaprli, da se ne izsuši ter inkubirali 4 ure pri 25 °C. Gel smo prenesli v banjico in 
ga obarvali z raztopino kongo rdeče. Po 1 uri barvanja pri sobni temperaturi smo gelu dodali 
raztopino za razbarvanje in inkubirali preko noči v hladilniku. Naslednji dan smo gel 60 min 
kontrastirali s 7 % ocetno kislino, nato pa fotografirali. 
 




1 10 mM Tris HCl pH 7,5; 5 mM merkaptoetanol in 20 % (v/v)  izo-propanol 
2 50 mM Tris HCl pH 6,8; 5mM merkaptoetanol in 1mM EDTA 
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4.1 LASTNOSTI UPORABLJENEGA PAPIRNIŠKEGA MULJA 
 
Na Inšitutu za celulozo in papir so izvedli analizo uporabljenega odpadnega papriniškega 
mulja. V analizi so določili vsebnost kovin (baker, cink, kadmij, krom, nikelj, svinec, živo 
srebro), celokupnega organskega ogljika (TOC), celotnega dušika ter suhi ostanek in žarilno 
izgubo. Substrat, v našem primeru papirniški mulj, je imel pH 7,3 ter 46,86 % suhe snovi. 
Vrednost pH avtoklaviranega mulja je znašala 8,3.  
 
Preglednica 6: Vrednosti analiziranih parametrov papirniškega mulja, ki smo ga uporabili v eksperimentu.  
Parameter Enota Izmerjena vrednost 
Suhi ostanek (TTS) % 87,82 
Žarilna izguba (TVS) % 37,99 
Baker mg/kg s.s 88,32 (> 11,67) 
Celokupni organski ogljik (TOC) % 25,38 
Cink mg/kg s.s. 154,1 
Kadmij mg/kg s.s. 0,3 
Celotni krom mg/kg s.s. 8,3 
Nikelj mg/kg s.s. 1,6 
Svinec mg/kg s.s 15,59 (> 6,7) 
Živo srebro mg/kg s.s. 0,30 
Celoten dušik % 0,23 
 
4.2 RAST GLIV NA AGARSKEM GOJIŠČU S PAPIRNIŠKIM MULJEM 
 
Med gojenjem smo po nekaj dneh na mulju opazili pojav neznanih kolonij, ki so zavirale 
rast gliv. Sklepali smo, da gre za za mikroorganizme, ki so preživeli avtoklaviranje, zato smo 
podaljšali čas avtoklaviranja. Po tem se okužbe niso več pojavljale. Rast 29 sevov gliv je 
bila zelo različna. Nekatere glive na mulju niso rasle, pri nekaterih se je rast po določenem 
času ustavila, 10 sevov pa je v 32 dnevnem časovnem intervalu preraslo celotno petrijevko. 
Podatki o rasti izbranih sevov so zbrani v preglednici 7 in sliki 14. 
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Iz slike 14 in priloge A je razvidno, da so naslednji sevi najhitreje preraščali substrat: H 35, 
CHP 4, PP3, PLO 4, HYUL, POLY XY, AASC, COCO, GAL 5 in PLO ZABR (to so sevi, 
ki so najhitreje prerasli substrat od mesta inokulacije na enem skrajnem robu petrijevke do 
drugega skrajnega roba petrijevke). 
 
Preglednica 7: Oznake uporabljenih sevov in njihova latinska imena. Naveden je tudi vir, kjer smo seve 
pridobili ter uspešnost rasti sevov na papirniškem mulju. Z – je  označena zelo slaba rast ali da sev ni rasel, s 
+ je označena najboljša rast, ko je sev prerastel celotno petrijevko, +/- pa označuje srednjo uspešnost rasti seva. 
V tri kategorije slaba, srednja in najboljša uspešnost rasti seva, smo zaradi boljše preglednosti, seve razdelili 
na podlagi kvantitativnih podatkov. Kvantitativni podatki rasti pa so zbrani v grafih na Sliki 14 in Prilogi A. 
oznaka seva ime seva vir uspešnost rasti 
3770 Lentinula edodes Mycomedica d. o. o. - 
SYLVAN 4132 Lentinula edodes Mycomedica d. o. o. - 
GF 5 Grifola frondosa Mycomedica d. o. o. - 
ME.GI. 2 Meriphilus giganteus Mycomedica d. o. o. +/- 
POE 1 Pleurotus eringy Mycomedica d. o. o. +/- 
PLO 4 Pleurotus ostreatus Mycomedica d. o. o. + 
GF 2 Grifola frondosa Mycomedica d. o. o. - 
PLO ZABR Pleurotus sp. Mycomedica d. o. o. + 
CBS   Mycomedica d. o. o. - 
AGB 1 Agaricus bisporus Mycomedica d. o. o. +/- 
366 Fomes fomentarius Mycomedica d. o. o. +/- 
DSM 1216  Mycomedica d. o. o. - 
POLY XY Polyporus ciliatus Mycomedica d. o. o. + 
PSCU II. Psilocybe cubensis Mycomedica d. o. o. - 
PP 3 Pleurotus pulmunarius Mycomedica d. o. o. + 
AUR P3 Auricularia auricula Mycomedica d. o. o. +/- 
7401 Lentinula edodes Mycomedica d. o. o. - 
AUŠA Auricularia sambucina Mycomedica d. o. o. - 
M2 Monascus ruber Mycomedica d. o. o. - 
IO Ionotus obliquus Mycomedica d. o. o. +/- 
COCO Coprinus comatus Mycomedica d. o. o. + 
PV 2 Poria/Antrodia vaillantii Odd. za lesarstvo, BF - 
CHP 4 Chombrostereum purpereum Mycomedica d. o. o. + 
PLUMBEI Poliporus umbelatus Mycomedica d. o. o. - 
CM 2 Cordiceps militaris Mycomedica d. o. o. - 
GT Gloeophyllum trabeum Odd. za lesarstvo, BF - 
AASC Agrocybe aegerita Mycomedica d. o. o. + 
GAL 5 Ganoderma lucidum Mycomedica d. o. o. + 
TVER Trametes vericolor Mycomedica d. o. o. +/- 
HYUL Hypsizyus ulmarius Mycomedica d. o. o. + 
H 35 Pleurotus ostreatus Mycomedica d. o. o. + 
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Slika 14: Prikazana je rast 10 sevov gliv, ki so najhitreje prerasli največjo površino petrijevke. Rast smo merili 
od točke inokulacije na enem robu petrijevke v treh smereh proti robu petrijevke (poglavje 3.4.5). Teh 10 
najhitreje rastočih sevov smo uporabili v nadaljnih poskusih. Celotna imena sevov so zapisana v preglednici 
8. Rast vseh 29 sevov gliv pa je prikazana v prilogi A. 
 
4.3 PRESEJALNO TESTIRANJE ENCIMSKIH AKTIVNOSTI 
 
Poskus smo izvedli pri dveh različnih vrednostih pH, da smo preverili, v kakšni meri pH 
vpliva na encimsko aktivnost. Pufra z različnima vrednostima pH, pH 7 in pH 8, smo 
uporabili pri postopku homogenizacije vzorcev ter pri pripravi plošč. Poskus smo torej 
izvajali v dveh ponovitvah z različnima pH ter štirih ponovitvah vzorcev. Encimske 
aktivnosti so pri pH 8 manjše, kot pri pH 7, kar je razvidno iz sledečih rezultatov. 
Povprečna cona oksidacije gvajakola na ploščah je bila pri štirih ponovitvah pH 7 5± 1,14 
mm pri pH 8 pa pri štirih ponovitvah 4,33 ± 1 mm. Na ploščah z vklopljeno CMC je bila 
povprečna cona razgradnje pri pH 7 11,02 ± 1,39 mm pri pH 8 je znašala cona razgradnje 
9,91 ± 1,5 mm. Na ploščah z vklopljeim ksilanom smo izmerili naslednje cone razgranje, in 


















































GAL 5 POLY XY PLO 4 CHP 4 PP 3
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Ker je bila izvorna vrednost pH uporabljenega papriniškega mulja  8,64, smo se odločili, da  
nadaljne analize encimskih aktivnosti izvedemo pri pH 8. Želeli smo namreč pridobiti 
podatke, kakšna bi bila realna rast in aktivnost encimov na mulju, kot ga dobimo iz papirnice, 
brez kakršnihkoli odelav. V luči industrijske uporabe so te informacije namreč bolj 




Slika 15: Presejalno testiranje lakazne aktivnosti (oksidacije gvajakola). Na levih štirih slikah so prikazane štiri 
testne plošče z vzorci pri pH 7, desne štiri petrijevke pa so štiri testne plošče poskusa pri pH 8. Številka seva: 
1 = H 35 = Pleurotus ostreatus, 2 = CHP 4 = Chombrostereum purpereum, 3 = PP 3 = Pleurotus pulmonarius, 
4 = PLO 4 = Pleurotus ostreatus, 5 = HYUL = Hypsizigus ulmarius, 6 = POLY XY = Polyporus ciliatus, 7 =  
AASC = Agrocybe aegerita, 8 = COCO = Coprinus comatus, 9 = GAL 5 = Ganoderma lucidum, 10 = PLO 





Slika 16: Presejalno testiranje endoglukanazne aktivnosti. Na levih štirih slikah so prikazane štiri ponovitve 
poskusa pri pH 7, desne štiri petrijevke pa so štiri ponovitve poskusa pri pH 8. Številka seva: 1 = H 35 = 
Pleurotus ostreatus, 2 = CHP 4 = Chombrostereum purpereum, 3 = PP 3 = Pleurotus pulmonarius, 4 = PLO 4 
= Pleurotus ostreatus, 5 = HYUL = Hypsizigus ulmarius, 6 = POLY XY = Polyporus ciliatus, 7 =  AASC = 
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Slika 17: Presejalno testiranje ksilanolitične aktivnosti. Na levih štirih slikah so prikazane štiri ponovitve 
poskusa pri pH 7, desne štiri petrijevke pa so štiri ponovitve poskusa pri pH 8. Številka seva: 1 = H 35 = 
Pleurotus ostreatus, 2 = CHP 4 = Chombrostereum purpereum, 3 = PP 3 = Pleurotus pulmonarius, 4 = PLO 4 
= Pleurotus ostreatus, 5 = HYUL = Hypsizigus ulmarius, 6 = POLY XY = Polyporus ciliatus, 7 =  AASC = 





Slika 18: Premeri con razgradnje/oksidacije substratov v testnih ploščah pri presejalnem testiranju aktivnosti 
v encimskih ekstraktih različnih sevov gliv v Na-fosfatnem pufru pH 7 (povprečne vrednosti±standardne 
deviacije). Številka seva: 1 = H 35 = Pleurotus ostreatus, 2 = CHP 4 = Chombrostereum purpereum, 3 = PP 
3 = Pleurotus pulmonarius, 4 = PLO 4 = Pleurotus ostreatus, 5 = HYUL = Hypsizigus ulmarius, 6 = POLY 
XY = Polyporus ciliatus, 7 =  AASC = Agrocybe aegerita, 8 = COCO = Coprinus comatus, 9 = GAL 5 = 
Ganoderma lucidum, 10 = PLO ZABR = Pleurotus sp. Modri stolpci: premer  cone oksidacije gvajakola 
(lakazna aktivnost), oranžni stolpci: premer cone razgradnje CMC (celulolitična aktivnost) in sivi 
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Iz slik 18 in 19 lahko razberemo celulolitične, ksilanolitične in lakazne aktivnosti desetih 
izbranih sevov. Pri pH 7 smo največjo ksilanolitično aktivnost  detektirali v ekstraktih seva 
PP3 in POLY XY, pri pH 8 pa prav tako POLY XY. Največjo celulolitično aktivnost pri pH 
7 in pH 8 smo zaznali v ekstraktu seva CHP 4. Največjo lakazno aktivnost smo pri obeh 
uporabljenih pH vrednostih zaznali v ekstraktu seva HYUL. Slednja se pri treh sevih (CHP 
4, POLY XY in COCO) niti ne pojavi. 
 
 
Slika 19: Premeri cone encimske razgradnje/oksidacije  substratov v testnih pločah pri pH 8 (povprečne 
vrednosti±standardne deviacije). Številka seva: 1 = H 35 = Pleurotus ostreatus, 2 = CHP 4 = 
Chombrostereum purpereum, 3 = PP 3 = Pleurotus pulmonarius, 4 = PLO 4 = Pleurotus ostreatus, 5 = 
HYUL = Hypsizigus ulmarius, 6 = POLY XY = Polyporus ciliatus, 7 =  AASC = Agrocybe aegerita, 8 = 
COCO = Coprinus comatus, 9 = GAL 5 = Ganoderma lucidum, 10 = PLO ZABR = Pleurotus sp. Modri 
stolpci: premer oksidacije gvajakola (lakazna aktivnost), oranžni stolpci: premer cone razgradnje CMC 
(celulolitična aktivnost) in sivi stolpci:premer cone razgradnje ksilana (ksilanolitična aktivnost) 
 
 
4.4 SPREMLJANJE RASTI IZBRANIH SEVOV NA RAZLIČNO OBDELANEM 
PAPIRNIŠKEM MULJU  
  
Glede na predhodne rezultate smo za nadaljne eksperimente izbrali tri seve, in sicer H 35 
(Pleurotus ostreatus), PP 3 (Pleurotus pulmonarius) in HYUL (Hypsizigus ulmarius). 
Omenjene tri seve smo nacepili na avtoklaviran mulj, toplotno obdelan mulj in toplotno 
neobdelan mulj (podrobnejši opis postopka je v poglavju 2.6.2). Mulj smo avtoklavirali 99 
min pri temperaturi 124° C in tlaku 1,3 bar, toplotno pa smo ga obdelali pri 60° C, 180 min. 
Sevi, ki smo jih nacepili na toplotno obdelan mulj, slednjega niso preraščali. Preraščali pa 
so avtoklaviran in toplotno neobdelan mulj. Opazili smo, da je micelij prerasel večjo 





































Jurinčič N. Pridobivanje glivnih lignocelulolitičnih encimov na trdnem odpadku in papirne industrije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
kvalitativno opažanje lahko potrdimo tudi s kvantitativnimi rezultati in sicer s koncentracijo 
celokupnih celičnih proteinov (rezultati so opisani in prikazani v poglavju 3.5.1). Vseeno 
smo nadaljne raziskave izvedli tako z vzorci avtolaviranega mulja, kot vzorci z neobdelanega 
mulja. Opazili smo tudi, da je sev HYUL prerasel največjo površino substrata v primerjavi 
s sevoma H 35 in PP 3, zato smo za nadaljne raziskave uporabili le ta sev. 
 
4.5 MERJENJE KONCENTRACIJE PROTEINOV IN ENCIMSKIH AKTIVNOSTI V 
EKSTRAKTIH SEVA HYUL 
 
4.5.1 Določanje koncentracije proteinov  
 
V tem poskusu smo koncentracijo celokupnih celičnih proteinov uporabili kot mero za 
spremljanje rasti seva HYUL. Z merjenjem celokupnih celičnih proteinov v 29-dnevnem 
časovnem intervalu rasti na avtoklaviranem mulju smo ugotovili, da je koncentracija le teh 
najprej padla nato pa od osmega dneva naprej naraščala. Na neobdelanem mulju nismo  
zaznali signifikantne razlike v povprečnih vrednostih (slika 20). 
 
Vzorci kultur, ki so rasle na avtoklaviranem in toplotno neobdelanega mulju niso bili odvzeti 
v enakih časih od začetka inkubacije (ob istih dneh), so pa izbrane časovne točke odvzema 
med seboj v enakih časovnih razmikih. Razlog za zamik je bil, da je micelij izbranega seva 
v celoti prerasel površino avtoklaviranega gojišča/mulja že 8. dan po inokulaciji gojišča, 
medtem, ko je za preraščanje celotne površine neobdelanega gojišča/mulja potreboval 15 
dni. Podrobneje je postopek opisan v poglavju 2.6.2. 
Micelij izbraniega seva je v celoti prerasel površino avtoklaviranega mulja 8. dan po 
inokulaciji. Rast smo nato analizirali še 29 dni (približno 4 tedne). Izmerjene koncentracije 
celokupnih proteinov v proteinskih ekstraktih gliv, ki so rasle na avtoklaviranem mulju so 
bile: 3,05 mg/mL (8 dan), 2,48 mg/mL (16 dan), 2,76 mg/mL (23 dan), 3,15 mg/mL (30 
dan), 3,27 mg/mL (37 dan). 
Micelij izbranega seva je v celoti prerasel površino neobdelanega mulja 15. dan po 
inokulaciji gojišča. Rast glive smo nato analizirali še 29 dni (približno 4 tedne). Izmerjene 
koncentracije celokupnih proteinov v proteinskih ekstraktih gliv, ki so rasle na toplotno 
neobdelanem mulju so bile: 0,20 mg/mL (15. dan), 0,12 mg/mL (23. dan), 0,18 mg/mL (30. 
dan), 0,20 mg/mL (37. dan), 0,24 mg/mL (44. dan). 
 
Za oceno variabilnosti smo v raziskavo vključili štiri ponovitve za vsako časovno točko 
odvzema. Iz grafikona na sliki 20 je razvidno, da med vzorci ni  večje variabilnosti (največja 
je bila pri vzorcu, odvzetem 15. dnevu rasti na neobdelanem mulju, kjer je bila standardna 
deviacija ± 0,14 mg/mL). 
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Slika 20: Celokupna koncentracija celičnih proteinov (povprečne vrednosti±standardne deviacije) glivnega 
seva HYUL na avtoklaviranem in neobdelanem papirniškem mulju v odvisnosti od časa rasti.  
 
4.5.2 Kvantitativna detekcija encimskih aktivnosti 
 
S kvantitativno detekcijo encimskih aktivnosti smo želeli specifične encimske aktivnosti 
uporabiti kot posredno mero za delež in aktivnost posameznih encimov, ki jih je izbrani sev 
proizvedel na papirniškem mulju. Zanimala nas je tudi aktivnost posameznih encimov v 
biomasi v različnih časovnih točkah. Specifično celulolitično in ksilanolitično aktivnost v 
ekstraktih smo določili z metodo dokazovanja encimske aktivnosti preko sproščenih 
reducirajočih sladkorjev. Vzorci so bili odvzeti v petih časovnih točkah in sicer po tem, ko 
je micelij izbranega seva v celoti prerasel površino gojišča. Kjer smo kot substrat uporabili 
avtoklavirani mulj to predstavlja 8., 16., 23., 30. in 37. dan po inokulaciji gojišča. Pri 
neobdelanem mulju je micelij v celoti prerasel površino gojišč  15. dan. Vzorce pa smo nato 
odvzeli še 23., 30., 37. in 44. dan po inokulaciji gojišča z izbranim sevom. 
 
Iz rezultatov, prikazanih na sliki 21 je razvidno, da smo v ekstraktih glivne kulture, ki je 
rasla na avtoklaviranem mulju v povprečju izmerili večjo  specifično  celulolitično aktivnost 
kot v ekstraktih  glivne kulture, ki je rastla na toplotno neobdelanem mulju. Tudi  izmerjena 
ksilanolitična aktivnost je bila v povprečju večja v vzorcih kulture, ki je rastla na 
avtoklaviranem mulju, kot na neobdelanem  (slika 21). 
Iz rezultatov je razvidno, da smo največjo specifično ksilanolitično aktivnost zaznali v drugi 
časovni točki (to je po 16 dneh inkubacije za avtoklaviran mulj in 23 dneh inkubacije za 
toplotno neobdelan mulj), v primeru rasti glive na avtoklaviranem in neobdelanem mulju ter 





























avtoklaviran mulj toplotno neobdelan mulj
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kulture, ki je rasla na toplotno neobdelanem mulju pa smo največjo celulolitično aktivnost 
izmerili v prvi časovni točki (to je po 15 dneh inkubacije). 
Največjo specifično celulolitično aktivnost v ekstraktih glive, ki je rasla na avtoklaviranem 
mulju smo izmerili 6,03 nmol RS/mg PROT/min, največja izmerjena ksilanolitična aktivnost 
pa je znašala 25,82 nmol RS/mg PROT/min. Največjo specifično celulolitično aktivnost v 
ekstraktih glive, ki je rasla na neobdelanem mulju smo izmerili 3,30 nmol RS/mg 
PROT/min, ksilanolitična pa znaša 16,03 nmol RS/mg PROT/min. 
 
Rezultati merjenja lakazne aktivnosti (slika 22) prav tako kažejo, da je bila ta v ekstraktih z 
izbranim sevom preraščenega avtoklaviranega mulja večja od aktivnosti, ki je rasla na 
neobdelanem papirniškem mulju. Lakazna aktivnost v ekstraktih z izbranim sevom 
preraščenega neobdelanem papirniškem mulju je bila v vseh časovnih točkah zanemarljivo 
majhna. Največjo lakazno aktivnost zaznamo osmi dan po inokulaciji, to je čas, ko je micelij 
prerasel celotno površino gojišča, nato pa je ta začela upadati. Največja lakazna aktivnost je 




Slika 21: Specifična celulolitična in ksilanolitična aktivnost v ekstraktih kulture seva HYUL, ki je rasla na 
avtoklaviranem in neobdelanem papirniškem mulju v 29-dnevnem časovnem intervalu rasti. Prikazaene so 
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ksilanolitična aktivnost, avtoklaviran mulj ksilanolitična aktivnost, toplotno neobdelan mulj
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Slika 22: Specifična lakazna aktivnost glive HYUL na avtoklaviranem in neobdelanem papirniškem mulju v 
29-dnevnem časovnem intervalu rasti. Prikazane so povprečne vrednosti štirih ponovitev. 
 
4.5.3 Analiza encimskih ekstraktov na encimogramih 
 
Z analizo encimskih ekstraktov pridobljenih iz kultur seva HYUL na encimogramih, smo 
želeli ugotoviti, koliko posameznih encimov je prisotnih v ekstraktih znotraj treh 
obranavnavanih skupin encimov. Zanimalo nas je torej število posameznih celulaz, ksilanaz 
in lakaz. Poleg tega smo posameznim encimom s pomočjo encimogramov želeli določiti 
okvirno velikost. 
 
Slika 23 prikazuje tri encimograme: a) encimogram, na katerem smo detektirali 
endoglukanaze v ekstraktih kulture HYUL, ki je prerasla avtoklavirani odpadni papriniški 
mulj, b) encimogram na katerem smo detektirali ksilanaze v ekstraktih kulture HYUL, ki je 
prerasla avtoklavirani odpadni papriniški mulj  in c) encimogram na katerem smo detektirali 
lakaze v ekstraktih kulture HYUL, ki je prerasla avtoklavirani odpadni papriniški mulj.  Na 
vseh treh tipih encimogramov smo analizirali encimske ekstrakte kultur odvzetih v petih 
časovnih točkah in sicer 0 predstavlja čas, ko je gliva v celoti prerasla mulj, 1 predstavlja 
vzorec po 8. dneh, 2 po 16. dneh, 3 po 23. dneh in točka 4 vzorec odvzet 29. dni po prerastu 
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Na encimogramu z vklopljenim substratom CMC na katerem smo detektirali celulaze (slika 
23, a) lahko opazimo, da se število in intenziteta razgrajenih področij s časom povečuje. V 
časovni točki 0, ko je gliva v celoti prerasla površino substrata smo na encimogramu zaznali 
dve coni razgradnje. V časovni točki 1, to je osem dni po tem, ko je gliva v celoti prerasla 
prerasla površino substrata smo zaznali štiri cone razradnje. V časovni točki 2, to je 16 dni 
po tem, ko je gliva v celoti prerasla površino substrata, smo z encimograma razbrali šest con 
razgradnje, prav toliko jih je bilo tudi v časovni točki 3, ki predstavlja 30. dan od točke 0. V 
točki 4, ki predstavlja 37. dan od točke 0, pa smo detektirali sedem con razgradnje. 
 
Na encimogramu na katerem smo detektirali ksilanaze  (slika 23, b)  lahko opazimo, da se 
število razgrajenih področij s časom najprej poveča, nato pa začne upadati. V časovni točki 
0, ko je gliva v celoti prerasla površino substrata smo na encimogramu zaznali tri cone 
razgradnje. V časovni točki 1, to je 8 dni po tem, ko je gliva v celoti prerasla prerasla 
površino substrata smo zaznali šest con razradnje. V časovni točki 2, to je 16 dni po tem, ko 
je gliva v celoti prerasla površino substrata, smo z encimograma razbrali pet con razgradnje. 
V časovni točki 3, ki predstavlja 30. dan od točke 0, se je število razgrajenih con zopet 
zmanjšalo za ena, torej smo zaznali štiri cone razgradnje. V točki 4, ki predstavlja 37. dan 
od točke 0, pa smo detektirali dve coni razgradnje. 
 
Na encimogramu na katerem smo detektirali lakaze (slika 23, c)  lahko opazimo, da število 
oksidiranih področij s časom ostaja enako, vendar se manjša njihova intenziteta. V vseh 
časovnih točkah opazimo eno oksidirano cono, ki pa je bila v zadnji, torej  časovni točki 4, 
ki predstavlja 37. dan od časovne točke, ko je gliva v celoti prerasla površino gojišča, že 
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Slika 23: Encimogrami, na katerih smo primerjali velikosti in število encimov v ekstraktih iz kultur seva HYUL 
v različnih časovnih točkah rasti na avtoklaviranem trdnem odpadku iz papirne industrije. a) Encimogram na 
katerem smo detektirali celulaze, b) Encimogram na katerem smo detektirali ksilanaze, c) Encimogram na 
katerem smo detektirali lakaze. 0, 1, 2, 3 in 4 so časovne točke v katerih smo analizirali rast in pripravili 
encimske ekstrakte. 0 predstavlja čas, ko je gliva v celoti prerasla mulj, 1 predstavlja vzorec po 8 dneh, 2 po 
16 dneh, 3 po 23 dneh in točka 4 29 dni po prerastu mulja. 
a b c 
kDa kDa kDa 
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Industrija celuloze in papirja je ena največjih industrij na svetu (Bajpai, 2012). V letu 2006 
je bila letna svetovna produkcija papirja in kartona približno 382 milijonov ton, v letu 2010 
je narasla na 402 milijona ton in pričakujemo, da bo leta 2020 dosegla 490 milijonov ton 
(Nukala in sod., 2015). V svetovnem merilu v proizvodnji celuloze in papirja prednjačijo 
Severna Amerika (ZDA in Kanada), Evropa (Finska, Švedska) in Azija (Japonska). V 
prihodnjih letih pa pričakujemo porast v Indiji in na Kitajskem (Nukala in sod., 2015; Bajpai, 
2012). Na svetu najdemo okoli 5000 večjih industrijskih obratov celuloze in papirja ter 
približno toliko majhnih podjetij (Nukala in sod., 2015). 
 
Nahajamo se v težkih časih za industrijo celuloze in papirja. Zahteve uporabnikov so vedno 
večje, proizvodnja konkurenčna, zmanjševanje stroškov zahteva združevanje podjetij, 
raziskovalni in razvojni laboratoriji so zmanjšani ali zaprti, dobiček pa omejen z zunanjimi 
faktorji, kot so globalizacija, okoljska združenja in tekmovalnost. Zato se kaže potreba po 
učinkovitejši uporabi virov in industriji z manjšim vplivom na okolje. Biotehnologija ima 
potencial, da izboljša kakovost in pridobivanje surovin za idelovanje celuloze in papirja. To 
pa vodi tudi v znižanje proizvodne cene, ustvarja nove produkte z dodano vrednostjo (Bajpai, 
2012), zniža porabo električne energije, predvsem pa zmanjša uporabo kemikalij in s tem 
negativen vpliv na okolje (Walia in sod., 2017). 
 
Cilj naše naloge je bil analizirati rast in produkcijo lignocelulolitičnih encimov 29 sevov gliv 
na odpadnem papirniškem mulju iz papirnice Vevče. Na podlagi presejalnega testiranja smo 
želeli izbrati sev glive z največjo produkcijo tarčnih encimov (lakaz, ksilanaz in celulaz) ter 
ga podrobneje analizirati. Želeli smo pridobiti tudi nove informacije o tem, kakšna 
temperaturna predobdelava substrata je nujna in hkrati najbolj ekonomična za rast gliv oz. 
ali je predobdelava sploh potrebna. Cilj je bil tudi optimizirati pogoje ekstrakcije in osnovna 
karakterizacija domnevno vpletenih encimov ter določitev časovnega obdobja rasti, ko v 
ekstraktih lahko pridobimo največ aktivnih tarčnih encimov. 
 
Raziskavo smo pričeli z analizo rasti 29 glivnih sevov na agarskem gojišču z vklopljenim 
papirniškem muljem. Da bi rast ovrednotili  tudi kvantitativno, smo glive nacepili na agarska 
gojišča z muljem v petrijevkah in v časovnem obdobju 31 dni z ravnilom merili rast v treh 
smereh. Pri nekaterih sevih se je rast ustavila že po 10 dneh in niso dosegle roba petrijevke, 
medtem ko so druge dosegle rob petrijevke že po 17 dneh. Po 10 dneh gojenja se je ustavila 
rast naslednjim sevom gliv: PV 2, 3770, SYLVAN 4, GBS, DSM, PLUMBEI, GT in GF 5. 
Sevi gliv, ki so najhitreje, torej že po 17 dneh dosegli rob petrijevke pa so: PLO 4, CHP 4, 
HYUL, PLO ZABR, H 35, PP3 in COCO. Gojišče je bilo sestavljeno le iz odpadnega 
papirnega mulja in agarja, zato so glive za svojo rast lahko uporabile le nutriente, ki so jih 
pridobile iz mulja. Agar je namreč družina kompleksnih polisaharidov, prisoten v morskih 
rdečih algah, ki za popolno hidrolizo potrebuje kar nekaj različnih tipov encimov (Chi in 
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sod., 2012). Najdenih je bilo sicer mnogo mikroorganizmov, ki hidrolizirajo in 
metabolizirajo agar. Vendar je bila večina mikroorganizmov, ki proizvajajo agaraze, 
identificiranih v morski vodi in morskih sedimentih. Najdemo pa jih tudi v morskih 
mehkužcih, sladki vodi in zemlji (Chi in sod., 2012; Seok in sod., 2012). Glive nutriente iz 
okolice pridobivajo z izločanjem zunajceličnih encimov v neposredno bližino hif, ki 
razgradijo substrat, produkte razgradnje pa nato privzamejo celice hif. Iz načina pridobivanje 
hranil torej sklepamo, da je hitrost rasti odvisna od vrste in količine izločenih encimov. Glive 
so kemoorganotrofi, ki energijo pridobivajo z razgradnjo organskih spojin. Na splošno glive 
z izločenimi encimi zunajcelično razgradijo polimerne spojine ter nato uporabijo monomere, 
kot vire ogljika in energije (McKelvey in Murphy, 2017). 
V našem primeru so bili nekateri sevi gliv le delno sposobni rasti na izbranem substratu. To 
so: PV 2, 3770, SYLVAN 4, GBS, DSM, PLUMBEI, GT in GF 5. Mi pa smo eksperiment 
nadaljevali z desetimi sevi gliv, ki so najhitreje prerasle celotno površino petrijevke in sicer: 
PLO 4, CHP 4, HYUL, PLO ZABR, H 35, PP3, COCO, POLY XY, AASC in GAL 5. 
 
Med pripravo poskusa, katerega namen je bil analizirati rast gliv na agarskem gojišču z 
muljem smo naleteli na nepričakovano težavo. Kljub avtoklaviranju in aseptičnem delu so 
se po določenem času na gojiščih začele pojavljati okužbe, zato smo spremenili pogoje 
avtoklaviranja in še enkrat nacepili poskusno glivo. Po novih parametrih avtoklaviranja, 
okužbe nismo več zaznali in gliva je nemoteno rasla na gojišču. Želeli smo ugotoviti tudi 
pravo koncentracijo mulja, ki bo z agarjem tvoril homogeno, predvsem pa ravno gladko 
površino, ki ne bo ovirala rasti micelija. S tem smo želeli zagotoviti enake pogoje rasti vsem 
sevom in s tem primerljive podatke. Med pripravo poskusa, kjer smo ugotavljali ustrezno 
koncentracijo mulja v gojišču smo uporabljali sev PLAB (Pleurotus ostreatus),  za katerega 
je bilo predhodno dokazano, da je sposoben rasti na papirniškem mulju. Čeprav smo na 
poskusna gojišča nacepljali le sev PLAB, je bilo preraščanje agarskih gojišč v petrijevkah 
izredno neenakomerno. Po določenem času so se začele pojavljati mikrobne kolonije, ki so 
kazale na  okužbo z neželjenimi mikroorganizmi . Da bi izločili sum okužbe, ki lahko nastane 
med nacepljanjem gliv na gojišča, smo najprej inkubirali petrijevke z gojiščem brez 
dodanega vcepka. Tudi v tem primeru so se pojavile neznane kolonije, iz česar smo sklepali, 
da so prisotni mikroorganizmi odporni na uporabljene pogoje predobdelave. Preizkusili smo 
različne pogoje avtoklaviranja in ugotovili, da je  avtoklaviranje dotičnega papirniškega 
mulja učinkovito pri temperaturi 124 °C, tlaku 1,3 bar in času 99 min. Po spremembi pogojev 
avtoklaviranja mulja, se kolonije neznanih mikroorganizmov niso več pojavile.  V nadaljnih 
poskusih bi bilo smiselno indentificirati neznane mikroorganizme (verjetno bakterije) , ki 
tvorijo kolonije na mulju. Malnik in Saturin (2017) poročata, da so v odpadnem mulju iz 
proizvodnje celuloze in papirja, ki vključuje tudi stranski produkt enote za beljenje, 
detektirali hife gliv, aktinomicete, dolge in kratke paličaste ter kokoidne bakterije.  
  
Z desetimi najhitreje rastočimi sevi gliv smo nato izvedli presejalno testiranje tarčnih 
encimskih aktivnosti v encimskih ekstraktih s  hitro semi-kvantitativno metodo. Lakazne 
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aktivnosti v danih eksperimentalnih pogojih nismo zaznali v ekstraktih  treh od desetih 
izbranih sevov. Kljub temu ne moremo z gotovostjo trditi, da ti sevi lakaz niso proizvajali. 
Morda jih niso proizvajali le pri danih eksperimentalnih pogojih, ki za delovanje encimov 
niso bili optimalni ali pa so jih proizvajali v tako majhnih količinah, da jih nismo mogli 
zaznati. Na podlagi teh rezultatov pa lahko ovržemo delovno hipotezo, v kateri smo 
predpostavljali, da bomo glede na sestavo substrata, ki je proizvod lesa, pri vseh sevih 
detektirali encime iz vseh treh večjih encimskih skupin, torej celulaze, ksilanaze in lakaze. 
Na podlagi rezultatov spremljanja hitrosti rasti in meritev encimskih aktivnosti, lahko 
sklepamo, da glivni sevi, ki ne proizvajajo ene encimske skupine, v rasti povsem konkurirajo 
sevom, ki proizvajajo vse tri encimske skupine (priloga A, slika 14, slika 18, slika 19). 
Jackson in Line (1997) sta z jedrsko magnetno resonanco (NMR) analizirala mulj iz 
proizvodnje celuloze in papirja ter ugotovila, da v večini sestoji iz celuloze. Lignin in 
hemiceluloza sta v mulju prisotna v majhnih količinah, zato ni presenetljivo, da sevi CHP 4, 
POLYXY in COCO, ki niso proizvajali lakaz, lahko v rasti povsem konkurirali ostalim, ki 
so proizvajali vse tri encimske skupine.  
 
Kot ekstraktant pri pripravi vzorcev za kvalitativni test encimske aktivnosti smo uporabili 
1M Na-fosfatni pufer s pH 7 ali pH 8. Želeli smo preveriti, kako pH vpliva na aktivnost  
tarčnih encimov v ekstraktih desetih izbranih sevov (PLO 4, CHP 4, HYUL, PLO ZABR, H 
35, PP3, COCO, POLY XY, AASC in GAL 5). Povprečna vrednosti con razgradnje CMC 
in ksilana (posredni meri za aktivnost endoglukanaz in ksilanaz) se pri različnih vrednostih 
pH ni bistveno razlikovala, večji vpliv pH smo zaznali v primeru lakazne aktivnosti. 
Povprečna vrednost con oksidacije gvajakola (detekcija lakaz) je bila pri pH 7 5 ± 1,14 mm, 
pri pH 8 pa 4,33 ± 1 mm. Povprečna vredosti premera con razgradnje CMC (detekcija 
celulaz) je bila pri pH 7 11,02 ± 1,39 mm, pri pH 8 pa je znašala cona razgradnje 9,91 ± 1,5 
mm. Na ploščah z vklopljenim ksilanom pa smo izmerili naslednje razlike v povprečnih 
conah razgranje: pri pH 7 20,78 ± 1,57 mm, pri pH 8 pa 20,73 ± 1,91 mm. Čeprav so bile 
vse merjene encimske aktivnosti (celulolitična, ksilanolitična in lakazna) pri pH 8 nekoliko 
manjše, smo se kljub temu odločili, da bomo v nadaljnih poskusih uprabljali pufre s to 
vrednostjo pH, saj  smo želeli pogoje čim bolj približati tistim, ki so prisotni v naravnem 
okolju (pH avtoklaviranega mulja znaša 8,64). Slabost uporabljenih presejalnih kvalitativnih 
testov za ugotavljanje encimske aktivnosti je vpliv človeškega faktorja na odčitavanje 
rezultatov, saj je težko popolnoma natančno določiti meje con razgradnje in oksidacije. 
 
Zelo zanimiv za nadaljne raziskave na področju celulaz in ksilanaz bi bil sev CHP 4 
(Chombrostereum purpereum), ki je v prvih petih dneh v rasti opazno prehitel vse ostale 
glivne seve. Vendar ga v naši raziskavi nismo vključili v nadaljne raziskave, saj pri njem 
nismo zaznali produkcije lakaz. Lakaze pa so z biotehnološkega vidika zelo zanimivi encimi, 
ki jih med drugim uporabljamo za biološko pripravo (beljenje) celulozne kaše v proizvodnji 
celuloze in papirja. V primerjavi z delignifikacijo substrata s kisikom, se z uporabo lignin 
oksidirajočih encimov odstrani več lignina. S slednjim prihranimo več energije in kemikalij, 
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kar vodi v manjše onesnaževanje. (Bajpai, 2018). Ker trenutno lignin oksidirajoči encimi 
niso na voljo v zadostnih količinah za uporabo v proizvodnji in je produkcija glivnih 
encimov draga (Bajpai, 2018) smo  se v nadaljevanju osredotočili na seve, ki proizvajajo 
tudi lakaze. V nadaljne raziskave smo zato vključili tri seve, ki so proizvajali encime vseh 
treh encimskih skupin in so glede na hitri test encimskih aktivnosti kazali na največje 
aktivnosti pri vseh treh encimskih skupinah. To so bili sevi H 35, PP 3 in HYUL. 
 
V drugem delu poskusa smo še enkrat inokulirali substrat. Tokrat smo uporabili le tri seve, 
ki smo jih izbrali glede na rezultate prvega dela poskusa: H 35, PP 3 in HYUL. Inokulirali  
smo jih na naravna gojišča, sestavljena iz mulja brez dodatkov. V poskusu smo uporabili 
enak mulj, ki pa je bil predhodno obdelan na različne načine.  Vsakega od treh izbranih sevov 
gliv smo nacepili na avtoklaviran, šibkeje toplotno obdelan in toplotno neobdelan mulj. Mulj 
smo avtoklavirali 99 min pri 124 °C in 1,3 bar oziroma ga toplotno obdelali 180 min pri 60 
°C. Opazili smo, da nobena od gliv ni prerasla mulja, ki smo ga segrevali 180 min pri 60 °C. 
V nasprotju s tem pa so sevi gliv, ki smo jih nacepili na predhodno popolnoma neobdelan 
mulj, lahko prerasli substrat. Domnevamo, da bi bil lahko razlog v povečanju dostopnosti 
hranil za  kontaminante, ki so po takšni predobdelavi tvorile kolonije na substratu in verjetno 
že na začetku prvega dela poskusa onemogočale rast glivnega micelija. Iz tega poskusa lahko 
torej domnevamo, da smo morda s šibko toplotno obdelavo spodbudili namnoževanje  
neželenih mikroorganizmov, ki smo jih opazili s prostim očesom. Lang in sod. (1998), so v 
namene bioremediacije zemlje primerjali rast Pleurotus sp. in Dichomitus squalens na 
avtoklavirani zemlji in toplotno neobdelani zemlji. Rezultati so pokazali, da so zunajcelični 
encimi gliv bele trohnobe aktivni samo dokler so sposobni tekmovati z mikroorganizmi, ki 
so prisotni v tleh. Ta in nekaj drugih študij je pokazalo, da je micelij glive Pleurotus ssp. 
bolj kompetitiven ob stiku z mikrobioto v zemlji, kot glive bele trohnobe, ki pripadajo 
drugim desetim testiranim rodovom (Lang in sod., 1998; Lang in sod., 1997). Pleurotus spp. 
lahko kolonizira nesterilno zemljo in zatre rast bakterij, ki so prisotne v zemlji, medtem ko 
ostale glive bele trohnobe tega niso sposobne (Lang in sod., 1998; Lang in sod., 1997). V 
našem primeru smo neželene mikroorganizme, ki so tvorili kolonije na substratu  uničili z 
99 min avtoklaviranjem pri temperaturi 124 °C, tlaku 1,3 bara . Opazili smo tudi, da je sev 
HYUL hitreje preraščal substrat kot seva H35 in PP3, zato smo v nadaljnih poskusih 
uporabili le ta sev. Kljub temu bi bilo v prihodnosti smiselno kvantitativno določiti 
celokupne celične proteine ter detektirati encimsko aktivnost tudi pri ostalih dveh sevih, ki 
jih zaradi obsežnosti poskusa nismo uspeli določiti. 
 
Primerjava rasti izbranega seva na avtoklaviranem in neobdelanem mulju je pokazala, da je 
glede na hitrost preraščanja in celokupne koncentracije celičnih proteinov bolje uporabiti 
avtoklaviran papirniški mulj kot toplotno neobdelan mulj (slika 20). Avtoklaviran papirniški 
mulj je bolje uporabiti, ker je micelij izbranih glivnih sevov tako obdelan papirniški mulj 
prerastel še enkrat hitreje kot neobdelan papirniški mulj. Z ozirom na celokupno 
koncentracijo celičnih proteinov v štiritedenskem intervalu smo v encimskem ekstraktu seva 
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HYUL v povprečju izmerili od deset- do dvajsetkrat večjo koncentracijo celičnih proteinov 
v primerjavi z neobdelanim muljem. Še večjo razliko med rezultati uporabe avtoklaviranega 
in neobdelanega mulja pa smo zaznali ob merjenju encimskih aktivnosti v ekstraktih kultur. 
Izmerjena celulolitična encimska aktivnost v ekstraktih seva HYUL, na avtoklaviranem 
substratu, je bila še enkrat večja od celulolitične encimske aktivnosti pri rasti glive na 
toplotno neobdelanem substratu (slika 21). Ksilanolitična encimska aktivnosti pa je bila v 
ekstraktih preraslega avtoklaviranega substrata v točki največje aktivnosti 1,6-krat večja od 
največje ksilanolitične encimske aktivnosti glive pri rasti na toplotno neobdelanem mulju 
(slika 21). Lakazno aktivnost smo zaznali le v ekstraktih tarčnega seva na avtoklaviranem 
substratu, v ekstraktih vzorcev kulture na toplotno neobdelanem substratu pa je nismo 
zaznali oziroma je bila zanemarljiva (slika 22). Lakazno aktivnost lahko inhibirajo različne 
organske in anorganske snovi (Patel in sod., 2014). Anioni, kot so halogenidi, azid, cianid 
in hidroksid, se vežejo na lakazna bakrova atoma tipa 2 in 3, kar zmoti prenos elektonov in 
se odraža kot inhibicija encimov (Patel in sod., 2014). Za boljše razumevanje nizke lakazne 
aktivnosti bi bilo potrebno analizirati večje število različnih termolabilnih snovi v gojišču, 
glede na to, da je bila lakazna aktivnost zanemarljiva le pri toplotno neobdelanem mulju. 
Tako bi lahko potrdili ali ovrgli vpliv organskih ali anorganskih snovi na delovanje lakaz. V 
primeru, da se izmerjene encimske aktivnosti v vzorcih ekstraktov avtoklaviranega in 
toplotno neobdelanega mulja ne bi izrazito razlikovale, bi industrijska uporaba neobdelanega 
mulja pomenila veliko bolj ekonomično proizvodnjo.  
 
Encimskih aktivnosti lignolitičnih encimov na toplotno neobdelanem substratu (zemlji) v 
svoji raziskavi niso zanali tudi Lang in sod. (1998). Lang in sod. (1998), so v namene 
bioremediacije zemlje primerjali rast Pleurotus sp. in Dichomitus squalens na avtoklavirani 
zemlji in toplotno neobdelani zemlji. Obenem so primerjali tudi aktivnosti lakaz in mangan 
peroksidaz (MnP) med rastjo na obeh tipih obdelave substrata, tako na avtoklaviranem, kot 
toplotno neobdelanem substratu. Rezultati so pri Pleurotus sp. pokazali, da je encimska 
aktivnost obeh skupin encimov naraščala 6-7 tednov, nato pa začela padati ter da prisotnost 
ali odsotnost mikroorganizmov v substratu ni vplivala na encimsko aktivnost. Pri D. 
squalens pa je bila  lakazna aktivnost na avtoklaviranem substratu največja v tretjem tednu, 
MnP pa v osmem. Po dodatku toplotno neobdelane zemlje, ki je vsebovala naravne 
mikroorganizme, sta se aktivnosti lakaz in MnP v treh tednih zmanjšali na nič. V toplotno 
neobdelani zemlji tako, ob katerem koli času vzorčenja, ni bilo mogoče zaznati merjenih 
encimskih aktivnosti. Predhodno so že poročali o interakcijah med glivami in ostalimi 
mikroorganizmi (v večini primerov izoliranih iz zemlje), kjer so preverili, če talni 
mikroorganizmi res tako vplivajo na rast gliv (Lang in sod., 1997). Te študije so pokazale, 
da so rezultati interakcij res močno odvisni od tega, kateri glivni sev so uporabili. Agarske 
plošče so namreč inokulirali z različnimi sevi gliv v kombinaciji z mikroorganizmom, ki so 
ga, v večini primerov, izolirali iz zemlje (Lang in sod., 1997). 
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Po prvih raziskavah bi bilo, glede na naše rezultate, v primeru, da bi  želeli izbrani sev HYUL 
uporabiti za industrijske proizvodnje encimov, bolje uporabljati avtoklaviran kot toplotno 
neobdelan  ali toplotno manj obdelan substrat. To bi nekoliko podražilo samo proizvodnjo, 
vendar bi prineslo večji donos encimov. Nekoliko večjo pozornost bi morali nameniti le 
optimizaciji  postopka  toplotne predobdelave.V našem primeru je bila sterilizacija uspešna 
pri sledečih parametrih avtoklaviranja: temperatura 124 °C, tlak 1,3 bar, čas 99 min. 
 
Največjo ksilanolitično aktivnost smo izmerili  v  encimskih ekstraktih seva HYUL odvzetih 
v drugem tednu (osmi dan) po tem, ko je micelij prerastel celotno površino mulja oz. v 
šestnajstem dnevu po inokulaciji avtoklaviranega mulja (slika 21). Prav tako smo tudi v 
primeru inokulacije neobdelanega mulja izmerili največjo ksilanolitično aktivnost v drugem 
tednu (osmi dan), po tem ko je micelij prerastel celoten mulj oz. 23. dan po inokulaciji 
neobdelanega mulja. Izbrani sev je namreč potreboval sedem dni več, da je micelij prerastel 
celotno površino temperaturno neobdelanega gojišča. Največjo celulolitično aktivnost smo 
izmerili v ekstraktih kulture odvzete v 16. dnevu po inokulaciji avtoklaviranega mulja,   
upada aktivnosti pa nismo zaznali vse do 30. dne inkubacije. Lakazno aktivnost smo zaznali 
le v ekstraktih preraščenega avtoklaviranega mulja. Največjo lakazno aktivnosti smo 
izmeriliv osmem dnevu po inokulaciji substrata. 
 
Največje število ksilanaz v ekstraktih seva HYUL smo na encimogramu zaznali v 8. dnevu 
po tem, ko je micelij prerastel mulj oz. šestnajsti dan po inokulaciji. Velikost ksilanaz v 
encimskem ekstraktu smo ocenili na približno od 5 do 22 kDa. V omenjeni časovni točki 
smo zaznali šest lis, kar pomeni, da izbrani sev proizvaja najmanj šest različnih ksilanaz. V 
vzorcu je namreč lahko tudi več ksilanaz, ki pa jih zaradi majhne razlike v velikostih vidimo 
kot eno liso. Najintenzivnejši lisi kažeta na vsaj dve ksilanazi velikosti od 11 do 14 kDa. Vse 
lise se, sicer z manjšo intenziteto, pojavljajo v vseh časovnih točkah razen t4, to je 29 dni po 
tem, ko je gliva prerasla celotno površino substrata. Nekatere lise se na sliki zaradi slabe 
kakovosti sicer ne opazijo, čeprav smo jih na encimogramu zaznali s prostim očesom. 29. 
dan po tem, ko je micelij prerasel celotno površino substrata oz. 37. dan po inokulaciji ni 
več zaznati ksilanolitične aktivnosti, kar je najverjetneje posledica tega, da encimi s časom 
razpadajo in izgubljajo svojo aktivnost. 
 
V podatkovnih zbirkah NCBI in PDB še ni podatkov o encimih organizma Hypsizigus 
ulmarius. Najdemo le podatke za tri proteine in sicer dve RNA polimerazi in elongacijski 
faktor (NCBI, 2018). Zato je nemogoča primerjava naših rezultatov s podatki iz omenjenih 
baz (NCBI, 2018, PDB, 2018). 
 
Ob primerjavi podatkov kvantitativnih meritev celulolitične aktivnosti in encimograma, na 
katerem smo detektirali celulaze v ekstraktih kultur seva HYUL smo ugotovili nekaj 
neujemanj. Iz grafa, ki prikazuje specifične aktivnosti v različnih časovnih točkah (slika 21) 
lahko razberemo, da smo največjo in približno enako celulolitično aktivnost izmerili v 
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encimskih ekstraktih, odvzetih v časovnih točkah t1, t2 in t3, kar predstavlja 16, 23 in 30 dan 
od inokulacije substrata z glivnim micelijem. Po drugi strani iz encimograma lahko 
razberemo, da se je intenziteta razgrajenih lis v ekstraktih kultur s časom povečevala in 
dosegla navečjo intenziteto v časovni točki t4, kar predstavlja 29. dan po tem, ko je micelij 
prerasel celotno površino gojišča oz. 37. dan po inokulaciji gojišča. To bi bila lahko tudi 
posledica neenakomernega nanašanja vzorcev ali spremenjenega deleža encimov med vsemi 
proteini. Do razlike bi lahko prišlo verjetno zaradi izredno majhnih koncentracij celulaz v 
naših vzorcih. Obstaja pa tudi možnost, da encimi niso aktivni ali pa je prišlo do proteolitične 
razgradnje med shranjevanjem ali pripravo vzorcev. Vsekakor bi bilo pri nadaljnih 
raziskovanjih potrebno še enkrat izvesti obe analizi, da bi potrdili ali ovrgli naše hipoteze.  
 
Z encimograma lahko razberemo, da smo iz kulture HYUL, ki je rasla na avtoklaviranem 
substratu ekstrahirali najmanj sedem celulaz. Vsaka lisa na encimogramu lahko predstavljaja 
tudi več celulaz zelo podobnih velikosti. Celulaze, ki smo jih zaznali v ekstraktu seva HYUL, 
so velike med približno 20 in 100 kDa, pri čemer so bili nekoliko bolj aktivni encimi 
velikostnega reda med 20 in 55 kDa (slika 23, a). 
 
Z metodo kvantitativne detekcije encimskih aktivnosti smo ugotovili, da so lakaze glivnega 
seva HYUL najbolj aktivne v času t0, torej v točki, ko je micelij prerasel celotno površino 
avtoklaviranega trdnega odpadka papirniške industrije oz. osmi dan po inokulaciji le tega 
(slika 23, c). Z analizo encimskih ekstraktov na encimogramih smo v ekstraktu vzorca v času 
t0, ki je bil odvzet osem dni po inokulaciji mulja, zaznali najbolj intenzivno cono oksidacije 
substrata ABTS. Na encimogramu smo zaznali le eno liso v velikosti približno 10 kDa. To 
lahko pomeni, da HYUL proizvaja le eno vrsto lakaz oz. da so v primeru, da je prisotnih več 
lakaz, te zelo podobnih velikosti in jih zaradi tega vidimo kot eno oksidacijsko liso. V 
ekstraktih kultur odvzetih v točkah t3 in t4, kar predstavlja 30 in 37 dan po inokulaciji 
substrata, pa nismo več zaznali nobene cone oksidacije substrata ABTS. Iz tega bi bilo 
mogoče sklepati, da je bilo v 8, 16 in 23 dneh po inokulaciji substrata prisotno večje število 
lakaz s podobno molekulsko maso, ki so se  nato s časom razgradile, kar vidimo v postopnem 
zmanjševanju intenzitete lis.  
 
Za nadaljne raziskave predlagamo analizo aktivnosti lakaz v časovnem obdobju preden 
micelij v celoti preraste substrat, saj bi tako lahko potrdili, da je največja aktivnost resnično 
v osmih dneh po inokulaciji in ne že prej.   
 
Za boljšo primerjavo predlagamo, da se izvedejo enaki eksperimenti tudi na ostalih dveh 
sevih H35 in PP3, ki sta se pri hitrem encimskem testu izkazala zelo podobno kot Hipsyzigus 
ulmarius. Tako bi lahko bolj zanesljivo potrdili hipotezo, da gliva, ki najbolje uspeva na 
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Analiza rasti 29 sevov gliv na trdnem odpadku iz papirne industrije nam je pokazala, da 
imajo glive zelo različne sposobnosti rasti na izbranem substratu. 
 
Ugotovili smo, da z avtoklaviranjem odpadnega papirniškega mulja 99 min pri temperaturi 
124 °C in tlaku 1,3 bar dosežemo sterilnost in primerne pogoje za rast večine testiranih sevov 
gliv. Izbrani sevi gliv niso enako uspešno preraščali trdnega odpadka iz papirniške industrije. 
Pri osmih sevih testiranih gliv se je rast ustavila po desetih dneh gojenja, sedem 
najuspešnejših sevov pa je celotno površino gojišča preraslo že po 17 dneh gojenja.  
 
Sevi HYUL, H 35 in PP 3 so uspešno prerasli neobdelani odpadni papirniški mulj in  odpadni 
papirniški mulj, ki je bil avtoklaviran (99 min pri temperaturi 124 °C in tlaku 1,3 bar). Na 
mulju, ki smo ga šibkeje toplotno obdelali (180 min pri 60 °C), pa rasti omenjenih sevov 
nismo zaznali.  
 
Analiza encimskih aktivnosti v ekstraktih izbranih sevov gliv, ki so najhitreje prerasli trdni 
odpadek iz papirne industrije je pokazala, da za uspešno rast na odpadnem papirniškem 
mulju niso nujno potrebne vse tri skupine tarčnih lignocelulitičnih encimov – celulaze, 
ksilanaze in lakaze. Največ tarčnih encimov iz vseh treh skupin so proizvajali sevi H35, PP3 
in HYUL. 
 
Za potrditev hipoteze, da sev, ki najbolje uspeva na substratu iz odpadnega papirniškega 
mulja, za svojo rast proizvaja tudi najaktivnejše zunajcelične (ligno)celulolitične encime, bi 
bile potrebne dodatne analize encimskih aktivnosti vsaj še nekaterih sevov, ki so se izstopali 
v rasti na substratu.  
 
S kvantitativnimi analizami encimskih aktivnosti v ekstraktih seva HYUL smo sledili tudi 
produkcijo tarčnih encimov v različnih časovnih točkah po tem, ko je micelij prerasel 
substrat. Ugotovili smo, da so lakaze najaktivnejše v prvem tednu po inokulaciji, to je, ko 
micelij preraste celotno površino mulja, ksilanaze v drugem, celulaze pa v četrtem tednu po 
inokulaciji substrata. 
 
Z analizo ekstraktov zunajceličnih proteinov na encimogramih smo ugotovili, da sev HYUL 
proizvaja najmanj šest različno velikih ksilanaz, sedem celulaz in eno lakazo. Ksilanaze, ki 
smo jih detektirali v ekstraktih so bile velike od 5 do 22 kDa, od tega najintenzivnejši coni 
razgradnje kažeta na najmanj dva encima velikostnega reda med 11 in 14 kDa. Celulaze, ki 
smo jih detektirali v ekstraktih kulture HYUL so velike med 20 in 100 kDa, med njimi so 
bolj aktivni/številčni encimi velikostnega reda med 20 in 55 kDa. V ekstraktu smo zaznali 
tudi najmanj eno lakazo, velikosti približno 10 kDa. 
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Industrija celuloze in papirja spada med gospodarske panoge, ki močno onesnažujejo planet. 
Pridobivanje celuloze in papirja iz lesa je namreč intenziven proces, pri katerem se uporablja 
veliko kemikalij. Obenem pa kot stranski produkt nastajajo velike količine odpadnega 
papirniškega mulja. Papirniški mulj je zmes kratkih celuloznih vlaken in anorganskih polnil 
in je kot tak  lahko primeren substrat za rast gliv in proizvodnjo lignocelulolitičnih encimov. 
Z uporabo tako pridobljenih encimov iz gliv, bi lahko zmanjšali proizvodne stroške in 
zagotovili okolju prijaznejše procese pridobivanja celulozne kaše in papirja. 
 
Encimi, ki jih proizvajajo glive, so v zanjih letih pridobili velik pomen v industriji. Med 
najpomembnejše uvrščamo glikozid hidrolaze, kamor spada večina celulaz in ksilanaz ter 
oksidativne encime, kot so lakaze. Pri našem delu smo izbrane seve gliv gojili na trdnem 
gojišču, saj ta način omogoča uporabo nizkocenovnih lignoceluloznih substratov in manjšo 
porabo energije. 
 
Cilj naše naloge je bil analizirati rast in encimsko aktivnost 29 sevov gliv, ki so rasli na 
odpadnem papirniškem mulju in izbrati sev z največjo produkcijo tarčnih encimov – lakaz, 
ksilanaz in celulaz. Želeli smo pridobiti tudi nove informacije o tem, kakšna temperaturna 
predobdelava substrata je optimalna za omenjeni proces ter kakšni so optimalni pogoji 
ekstrakcije tarčnih encimov. Poleg tega smo pri izbranem sevu analizirali produkcijo tarčnih 
skupin lignocelulolitičnih encimov v različnih fazah rasti in ocenili število in molekulsko 
maso tarčnih encimov v ekstraktih.   
 
V prvem delu smo na trdno gojišče z vklopljenim papirniškim muljem nacepili 29 različnih 
sevov gliv ter spremljali njihovo rast. Iz homogenatov 10 sevov gliv, ki so najhitreje prerasli 
substrat smo pripravili grobe ekstrakte, ki so vsebovali tudi zunajcelične lignocelulolitične 
encime. Primerjali smo učinkovitost ekstrakcije tarčnih encimov v dveh različnih pufrih, da 
bi ugotovili optimalne pogoje ekstrakcije in delovanja tarčnih encimov v ekstraktih. 
 
Presejalno testiranje celulolitične, ksilanolitične in lakazne aktivnosti v ekstraktih smo  
izvedli na agaroznih ploščah v katere smo vklopili substrate karboksimetil celulozo, bukov 
ksilan ali gvajakol. Lakazne aktivnosti v danih eksperimentalnih pogojih nismo zaznali v 
ekstraktih treh od desetih izbranih sevov (CHP4, POLY XY in COCO). Pri ostalih smo 
zaznali encime iz vseh treh večjih encimskih skupin, torej celulaze, ksilanaze in lakaze. 
 
V drugem delu poskusa smo še enkrat inokulirali papirniški mulj brez dodanega agarja. 
Tokrat smo uporabili le tri izbrane seve (H 35, PP 3 in HYUL). Vsakega od treh izbranih 
sevov gliv smo nacepili na avtoklaviran (99 min pri 124 °C in 1,3 bar), šibkeje toplotno 
obdelan (180 min pri 60 °C)  in toplotno neobdelan mulj. Ugotovili smo, da nobena od gliv 
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ni prerasla mulja, ki smo ga segrevali 180 min pri 60 °C, najbolje pa so vsi sevi rasli na 
avtoklaviranem substratu. 
 
Največjo specifično ksilanolitično aktivnost (25,82 nmol RS/mg PROT/min) smo izmerili v 
encimskih ekstraktih pridobljenih iz kultur seva HYUL odvzetih osmi dan po tem, ko je 
micelij prerastel celotno površino avtoklaviranega mulja oz. v šestnajstem dnevu po 
inokulaciji substrata. Prav tako smo tudi v primeru inokulacije neobdelanega mulja izmerili 
največjo ksilanolitično aktivnost (16,03 nmol RS/mg PROT/min) osmi dan po tem ko je 
micelij prerastel celotno gojišče oz. 23. dan po inokulaciji substrata, vendar pa je bila ta 
manjšav kot v ekstraktih kultur, ki so rasle na avtoklaviranem substratu. 
 
Največjo specifično celulolitično aktivnost (6,03 nmol RS/mg PROT/min) smo izmerili v 
encimskih ekstraktih pridobljenih iz kultur seva HYUL v 16. dnevu po inokulaciji 
avtoklaviranega mulja. V tem primeru ne zaznamo večjega upada aktivnosti vse do 30. dne 
inkubacije. Največjo celulolitično aktivnost (3,30 nmol RS/mg PROT/min) v ekstraktih 
micelija, ki je preraščal toplotno neobdelani mulj smo izmerili 15. dan po inokulaciji (to je 
čas, ko je micelij prerasel celotno površino gojišča). 
 
Pri meritvah lakazne aktivnosti v encimskih ekstraktih pridobljenih iz kultur seva HYUL, ki 
so rasle na različno predobdelanem papirniškem mulju, smo prav tako zaznali večje 
aktivnosti v vzorcih, kjer je bil kot substrat uporabljen avtoklaviran mulj. Največjo lakazno 
aktivnost (0,86 μmol ABTS˙+/min/mg PROT) smo zaznali osmi dan po inokulaciji, to je 
čas, ko je micelij prerasel celotno površino gojišča, nato pa je ta začela upadati. Lakazna 
aktivnost v ekstraktih kultur na toplotno neobelanem papirniškem mulju je bila zanemarljiva. 
 
Encimske ekstrakte seva HYUL smo analizirali tudi na encimogramih. Ugotovili smo, da 
sev HYUL proizvaja najmanj šest različno velikih ksilanaz, sedem celulaz in eno lakazo. 
Ksilanaze, ki smo jih detektirali v ekstraktu so velike od 5 do 22 kDa, od tega sta 
najintenzivnejši dve veliki med 11 in 14 kDa. Celulaze, ki smo jih detektirali v ekstraktih 
glive HYUL so velike med 20 in 100 kDa, med njimi so bile bolj aktivne tiste z velikostmi 
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Grafični prikaz 29 različnih sevov gliv pri preraščanju substrata na petrijevkah  
 
Graf prikazuje rast 29 sevov gliv v 31 dnevnem intervalu. Rast smo merili od točke inokulacije na enem robu 
petrijevke v treh smereh proti robu petrijevke (poglavje 3.4.5). Celotna imena sevov so zapisana v Preglednici 
8. Zaradi boljše preglednosti je rast 10 sevov, ki so najhitreje prerasli celotno površino petrijevke predstavljeni 
na Sliki 13. 





















































IO M 2 GAL 5 PV 2
3770 SYLVAN 4132 CM 2 GF 2
POLY XY PLO 4 CHP 4 POE 1
PP 3 GBS COCO TVER
DSM AUR P3 H 35 366
AASC AUŠA AGB 1 PLO ZABR
PLUMBEI GT HYUL ME.GI. 2
GF 5
